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序 論
医療 の現場で は, 近年, 深在性真菌症 の発生率が著 しく 上昇 して い るとい われて い
る 1, 2)｡ 深在性真菌症とは, 病原性真菌が, 血液を含む体内各臓器に感染 して 発症する
疾患で あり, 多く の場合重篤で急速に 悪化する予後不良の感染症で あ る｡ 深在性真菌症
増加 の原因は , 近年の 広域抗細菌抗生物質, ス テ ロ イ ドホ ル モ ン , 免疫抑制剤, 制が ん
剤な どの薬物使用 による誘因 , ある い は H IV感典, 白血病,. 腎移植な どの 基礎疾患に
よる原因な どにより免疫学的に または 生理学的に感典抵抗性 の低下 した患者, すなわち
im m u n o c o mpr o mis ed ho stが増加 したた めで ある 2
ー 4)
｡ また, 近年は 外科領域や救急領
域な どでも増加傾 向が指摘されて い る｡
真 菌感 染症 で 最 も 一 般 的 な原 因菌 は. Ca ndl
'
da 属 , Aspe zgl
'
11u s 属 お よ び
cTJ PtO C O C C U S属で あるが, 他に も多く の 菌種が原因菌と して報告されて い る 5
～ 8)
｡ 病
原性酵母 の なか で , Ca ndi
'
dB alb)
'
c a D S, CTJPtO C O C C U S n e O&w m a D Sは最も重要な真菌症
の原因菌で あるが,近年,im m un oc o mpr o mis ed ho st の真菌症では CTa Ddida glabT Bta,
Ca ndtdB tT OPl
'
c ab
'
s, Ca ndi
'
da pa r apsilo sls, Ca Ddl
'
da k m s el
'
な どの 菌種の 出現が 目立
っ て い る. また , 予後不 良の侵 襲性肺ア ス ペ ル ギル ス 症 の原 因菌 で ある AspeEgl
'
lus
fa m l
'
gatu s, Aspe rgi Hu sna v u sに つ い て も近年重要性 が高ま っ て い る 4,9)0
一 方, 現在使用され て い る抗真菌剤はポリ エ ン マ ク ロ ライ ド系 の a mphote ricin B
(A M P H- B), ビリミ ジン誘導体の nu cito sin e(5- F C), イ ミダゾ - ル 系の mic o n a z ole
(M C Z), トリア ゾ - ル 系の nu c o n a z ole (F L C Z) およびitr a c o n a z ole (IT C Z) の 5剤
で ある｡ また, 主と して使用され て い るもの は, A M P H- B と トリア ゾ - ル 系抗真菌剤
で ある o A M P H･ B は抗真菌活性や抗菌ス ペ ク トラム が最も優れて おり, 深在性真菌症
の 治療薬と して 広く臨床的に 使用され て い る が, 臨床使用量領域で の 重篤な腎機能障害
の 発現の他, 各種副作用が問題 とな っ て い る 1･2･10). 一 方, M C Z, F L C Zな どア ゾ - ル
系抗真菌剤は作用が静菌的で ある こ と, Aspe zTgiHu s属の ような糸状菌に は作用 が弱 い
こ と,汎用により Ca nd)
'
da 属真菌の 耐性化をもたら して い る こ とが問題 で ある 1･1 1, 12)Q
さ らに, ア ゾ - ル 系抗真菌剤は真菌の チ トク ロ ム P 450(C Y P) に作用 して 薬効を発揮
す るが, ヒ トにお ける主要な薬物代謝酵素で ある C Y P 3 A 4 に対 して も同時に強い 阻害
作用 を示 し, 多く の薬物と相互作用を示す｡ これ らの 問題 を背景と して , 臨床の 現場で
はより有用性 の 高い , 殺菌的で 安全性の 高 い新規抗真菌剤の 開発が望まれて い た｡.
真菌は , 細菌と異なり, 細胞 内に二重膜に包まれた核を有 し, D N Aの 二 重らせ ん
は染色体を構成 し, ミ ト コ ン ドリア , 小胞体など細胞内小器官がある ｡ すなわち, 細胞
構造は動植物と同 じで真核生物で あ る｡ したが っ て , 原核細胞で ある細菌と比 べ て , 真
菌細胞 は動物細胞と生命現象をつ かさ どる部分で共通性が高く , こ の こ とが抗真菌剤の
選択毒性を得にくく , 開発 を難 しく して い る根本的な理由で ある｡ 真菌細胞と動物細胞
l
との 構造面で の 大きな違い の ひ と つ は, 真菌細胞が厚い 細胞壁を持 つ 点で ある ｡ 真菌細
胞壁は細胞膜の 外側 に位置 し, 主 と して グル カ ン (1,3･β および 1,6-β), キチ ン , マ ン
ナ ン の 3穣類 の 多糖成分か ら構成されて おり , 3次元的に網目構造を形成 して , 真菌細
胞 の 剛性や形態形成 , また物質輸送な どに深く関与 して い る 13･ 14)0 3成分の なかで も特
に 1,3サD･ グル カ ン は多く の真菌感決症原因菌の 細胞壁 の 主要成分で あり 14), ヒ トには
生合成経路が存在 しな い こ とか ら, 選択毒性を示す安全性の 高い抗真菌剤の 理想的なタ
- ゲッ トと考えられて きた ｡
1
,
3サD･ グル カ ン は 1,3Tβ廿 グル カ ン合成酵素 (以下 1,3サ グル カ ン合成酵素) に
よ り生合成され る 14, 15)o 1,3サ グル カ ン合成酵素は F K S遺伝子 に コ ー ドされる触媒サ
ブ ユ ニ ッ ト (F ksp) と, R H O l遺伝子 に コ ー ドされる GT Pa s e活性を有する調節サブ
ユ ニ ッ ト (R holp) の 少なくとも 2 つ のサ ブ ユ ニ ッ トにより構成され 16
‾
19)
, 口D P- グル
コ ー ス を基質と して 数十か ら数百 ユ ニ ッ トに なる 1,3サ グル カ ン の 直鎖ポリ マ ー を合
成する 15)Q 16回膜貫通 ドメ イ ン を有する分子畢215 k Dの たんぱく質を コ ー ドするE m
は, 病原性真菌で あろ C. alb}
'
c a ns, A. fLZ m )
'
gatu s, a. D e OR)r m a D S, な どか ら最近相次
い で ク ロ ー ニ ン グされた 20
～
2 2)
o 遺伝子は 1種類で, お互 いに 相同性が高く , a. albl
'
c a n s
,
A. fu m l
'
gatu s, a. n e ofw m a n sでは必須遺伝子で ある こ とも確認され てお り 20I 2 2, 2 3),
1
,
3サ グル カ ン合成酵素の抗真菌剤タ ー ゲ ッ トと して の 妥当性が遺伝子 の面 か らも検証
された｡
そ こ で , 抗真菌剤 の 開発 を目的に, 最近重要視され て い る病原性真菌 の A. fu m 1
'
gatu s
を酵素源と して , 主 に微生物培養液抽出液より 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質の探索
を行な っ た｡ そ の 結果, 数種 の活性物質生産棟を見出 し, それ らの 培養液か ら酵素阻害
活性を指標に して活性物質の精製を行な っ た｡ その うち, LophodeT m l
'
u m 属の カ ビよ
り新規 papula c a ndin 類化合物で ある F- 1074 8類 24), 無胞子性の 糸状菌より新規環状
リボ ペ プチ ド化合物である a rbo rca ndin 類 25, ･26)とい っ た興味ある化合物を見出 した｡
発見 した こ れ らの化合物に つ い て , そ の 生産菌, 発酵生産, 単離精製, 構造解析, お よ
び 生 物 活性 研 究 を行 な っ た o ま た , 既知 の 類縁 物 質 が 他 に発 見 さ れ て い な い
a rbo r c a ndin 類に つ い て は, arborc andin C を用 いて そ の 作用部位 の 解析を行なっ た 27)0
その 結果に関 して は, 以下 の 第1牽か ら第5章で詳述する｡
第1章 Aspe Eg2
'
11zISfu m 1
'
gatu s由来, 1,3サD ザ ル カ ン合成酵素阻害物質の探索
第1節 実験方法
実験材料および機器
Aspergl
'
11us fu n )
'
gatu sは三 共 (樵) 探索研 究所保存株 S A N E IO662株を使用 した.
1
U D P-[U- 14C] グル コ ー ス (519m Ci/m m ol) は Am e r sha m Bio s cie n c e sか ら, 96- w eu
filter plate (M ultis c r e e n- D Vplate) は M illipo re か ら, ペ プトン は B D(Be cto n,
Dickins on a nd Co mpa ny) か ら, グリセ リ ン および トリ ク ロ ロ 酢酸は和光純薬か ら,
scintillatio nc o cktail(M ic r o s cint-20) は Pa cke rd から購入 した｡ そ の 他の試薬は全て
SIGM A-ju drich から購入 した ｡ M ic roplate s cintillatio n co u nte r (TopCo u nt) は
Pa cke rd製の も の を使用 したoDyn o･ millは Shin m a ru Ente rpris es Co か ら購入 した ｡
Aspe zlgZ
'
nusfzL m )
'
gatzIS由来 1,3サD ザ ルカ ン 合成酵素の調製
Aspezgluu Sfa n )
'
gatu s由来1,3サ グル カ ン 合成酵素は Beaulie u らの 方法2B)を参考に
調製 したo A. fa m l
'
gatusS A N K IO662株 の胞子 を終濃度 2×1 06個/ml で 2 %酵母 エ キ
ス 添加 Sabo u ra ud培地 (4 % グル コ ー ス , 1 % ペ プ トン) 5 L入り 1 0 L容量 ジャ ー フ
ァ ー メ ン タ ー に接種 し, 26℃ , 1.5 L/min の 通気, 150rp m の摸拝で 24時間培養を行
な っ た ｡ 培養液を氷冷後, ガ ー ゼ ろ過に より菌糸体を回収, L/G溶液(5 %ラク ト - ス ,
10 %グリセ リ ン) を用い た洗浄に より 40g の菌糸体を得た｡ 洗浄菌糸体を Dyn o- mill
(300- m Lgrinding c o ntain e r) 中で 150mlの 酸洗浄ガラス ビ ー ズ (o.45m m) と 150
mlの e xtractio n Buffer(50m M H E P E芦pH 7･7, 1 M シ ョ 糖, 50 m M NaCl, 5 m M
●
E D悦 , 10 m M フ ッ 化ナ トリ ウム , 1 m M D T T, 0.1 m M G T P) を用 いて破砕 した｡
こ の 破砕菌体液を 9,000× g で 10分間 4℃ で 遠 心 して そ の 上 清を得 た｡ これ を
100
, 00×g で 1時間4℃ で遠心 して そ の 沈殿 を膜画分と した｡ 膜画分を3 3 %(v/v) グ
リ セ リ ン 含 有 Buffe r A (50 m M Tr is･ H CIpH 7.5, 1 m M E D T A, 1 m M
21 m e r C aPtO etha n ol) 40 ml に懸濁 し, 界面活性剤 W -1 を終演度 o.4 % に添加後 4℃ で
16時間静置 し, 100, 00× gで 1時間 4℃ で遠心 して そ の 上清を可溶化グル カ ン合成酵
素液と して - 80℃ で保存 した｡
酵素と して - 80℃ で保存 した｡
1
,
3サD ザ ル カ ン合成酵素阻害活性の 測定
1,3サ グル カ ン合成酵素の 活性測定は Cabibらの 方法 15)を参考に行なっ た｡ 反応液
は 75 m M Tr is･E CIpH 7.5, 0.75m M E D T A, 25m M フ ッ 化カリ ウム , 0.75% B S A,
20pM GT P[y
-S], 1 m M U D P- グル コ ー ス , 0.016LLCi U D P-[u- 1 4C] グル コ ー ス , 検体
溶液 5 pl から成る (全100pl)｡ 反応液中の酵素量 は その 準性の 強 さに より異なるが ,
5pl以下 で ある｡ 酵素反応は, U D Pザ ル コ ー ス と U D P-【U- 1 4C] グル コ ー ス の 混合液
(以 下 U D P-【14C] グル コ ー ス) の 添加 により開始 し, 30℃ で 60分間イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン をおこ ない , 20 %トリ ク ロ ロ 酢酸を 100トLlを添加 して反応を停止 した ｡ トリク ロ
ロ 酢酸添加 により得られる沈殿物に は 1,3サD ザ ル カ ンが含まれ るが, これ をろ過 によ
り 96- w e11 艮1te rplate 上 に 回収 し, 10 %トリク ロ ロ 酢酸お よび 95 %エ タノ ー ル それ
ぞれ 100plを用 い た洗浄に よ り未反応の U D P-[14C] グル コ ー ス を分離 した o Filte r上
の 1,3サD･ グル カ ン に s cin七山atio n c o cktail lOOト止 を添 加 し , そ の 放射活 性 を
mic rp plate s cintillatio n c o 11nte rで測定 した｡ なお , 酵素活性に対するブラ ンク に は,
トリ ク ロ ロ 酢酸添加後に U D P-[14C】 グル コ ー ス を添加 したも の を用 い た｡
第2節 結果と考察
得られた可溶化グル カ ン合成酵素量と 1,3サ グル カ ン 合成量との 関係および経時変
化を Fig･ 1 - 1 に示す. これ ら の結果より, ス クリ ー ニ ン グに使用す る酵素量(約20帽
pr otein/100pl 反応液)およびイ ン キ ュ べ - シ ョ ン の 条件(s o℃ , 1時間)を設定 したo
こ の 反応条件で 1,3サ グル カ ン 画分に取り込 まれ る放射活性 は, 反 応液 に添加 した
I
U D P-[14C] グル コ ー ス の 放射活性 の 10 %以下で あ っ た (デー タ略)0
構築 した 1,3サ グル カ ン合成酵素反応 の ア ッ セイ法を Fig. 1 - 2 に示す｡ こ の方法
により , 約 20,00 0株の 微生物培養液抽出 エ キス に つ い て , 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻
害物質の ス ク リ ー ニ ン グを行な っ た結鼠 Fig. 1 - 3 に示す数種類の 既知 1,3サ グル カ
ン合成酵素阻害物質を見出 した｡ これ ら の他に 2種類の 菌株よりそれぞれ新規化合物を
発見 した ｡ それ らに つ い て は, 次章以下で述 べ る通 り構造解析および生物活性に つ い て
詳細に研究を行な っ た｡
本ス クリ ー ニ ン グ法の特徴と して は, 膜タ ン パ ク質酵素で ある 1,3サ グル カ ン合成
酵素を可溶化 した こと, 96- w ellplate フ ォ ー マ ッ ト対応でア ッ セ イ を行な っ た ことが
挙げられ る o 酵素 の 可溶化に よ っ て , 阻害剤 の検出感度の向上 とア ッ セ イ時間 (filte r
ろ過 と洗浄過程) の 短縮が実現で きたo また, 96- w en plate フ ォ ー マ ッ ト対応する こ
とで , 1回に多数 の試料 の検定が可能となり , 更なる処理速度の向上が実現できた ｡ 本
方法を用 いる こと で今後も 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性 を有する新規化合物が発
見 できる ことが期待される｡
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第2章 新規 1,3サD ザ ル カ ン合成酵素阻害物質 F-10 7 48類 に関する研究
第 1節 生産菌
LopAode r m l
'
u m sp. S A N E 18496株は , 茨城県筑波山におい て 採取されたア カ マ ツ
針葉に発生 して い た盤菌類子実体か ら胞子 を分離 した｡ 本菌の 子 の う盤は, マ ツ針葉表
l
皮下部に形成され , 成熟すると中央部で縦に 一 直線 の候線が生 じて 開裂する｡ 子 の う盤
は楕円形で , 大 きさ o.5 - 1×0.5 m m で ある｡ ス トロ マ は黒色で , 銃断面で は子実層の
周辺 全域に発達 し, そ の厚みは開 口部の 縁でやや増す｡ 乾燥時の 子実層は樫黄色を呈す
る ｡ 殻皮は炭質で黒褐色の 厚壁多角状細胞か らなる ｡ 子 の うは円筒状梶棒形で , 8胞子
を含み, 大きさは約 160×12トL m で ある ｡ そ の 先端は円錐形を呈 し, 壁はやや厚く, メ
ル ツ ァ ー 液に より呈色 しな い ｡ 子 の う胞子は糸状の 単細胞で あり , 子嚢中で は並列する
か , ある い は先端部で か らま っ て生 じ, そ の 大きさ 12 0×2 pm である. 付属物または
鞘は観察され ない ｡ 側糸は糸 状で , 先端部で不規則に湾曲するか , 強く コ イル 状に巻き,
メ ル ツ ァ ー 液に より褐色に 呈色する ｡
S A N K 184 96株 の P D A培地平板上 23℃ で の 1週間目 の コ ロ ニ ー は , 直径 35 m m
に達する｡ 菌糸 の 一 部は埋没 し, 一 部は表在する｡ 基菌糸は白色で , 非常に わずか に し
か発達 しな い ｡ コ ロ ニ ー の 表面は平坦 で, 湿気を帯び, 表面 ･ 裏面 とも培養初期はほ ぼ
白色を呈するが, 培養を継続すると後に灰樫色となるo W S H培地平板上 の コ ロ ニ ー は,
薄い 白色 からほ とん ど無色を呈する ｡ 菌糸 は表在また は埋没 して疎に広がる｡ 分生子形
成構造はいずれ の培地で も観察され ない ｡
本菌は, マ ツ針葉 に埋 没 した子嚢盤 を形成 し成熟すると縦に開裂する こと, ヨ ー ド
●
反応陰性 の子嚢を持 つ ことな どか ら考えて LopLodeT m 1
'
LZ m属菌と同定される｡ M inter
によれば本菌 の菌学的性状は Lophode r m 1
'
a m ba c ull
'
fe m mに よく類似 して い る｡ しか
し, 本菌 の標本で は, 子嚢や子嚢胞子 に つ い て の形態学的情報が不十分なため, 種 レ ベ
ル の 同定はで きな い ｡ よ っ て , 本菌株 を LopAoder m 1
'
u m sp. S A N E.1 8496株と同定 し
た ｡ S A N I( 184 96株は工 業技術院生命工学工業技術研究所 (現 産業技術総合研究所特
許生物寄託セ ン タ -) に 国際寄託され , 受託番号 F E R M B P-5 62 0が付された ｡
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第2節 醗酵生産, 単離精製
LopAode r m 1
'
u m 属に属する糸状菌 S A N E.18496株を P D A上で 26℃ で 7 日間以上
生育させ , 得られ た胞子 を滅菌 した G P M Y培地 1 00mlを含む 500ml容 エ ル レ ン マ イ
ヤ - フ ラ ス コ に接種 し, 210 rp m の 回転振 とう培養機上で 7 日間 23℃で培養 し, 前培
養液と した ｡ つ づ い て , 30 L容ジャ ー フ ァ ー メ ンタ ー に上記 の G P M Y培地 15 Lを入
れ て滅菌 し, これ に前培養液を3%接種 して 26℃に 保温 して , 200rp m で撹拝 し, 毎
分 7.5 Lの 通気量で 72時間通気撹拝培養 した｡
培養液31 Lにア セ トン 31 Lを加 え,得られたア セ トン抽出液 をろ過 し塩酸で pH 3
に調整 した｡ 次 い で 30 Lの 酢酸 エ チル で 2回抽出 した ｡ 酢酸 エ チ ル 層を併せ , 60 Lの
溶媒層 を飽和食塩水 30 L で.2 回洗浄 したの ち無水硫酸ナ トリウム を適量添加 した｡ 得
られた抽出液を減圧 下で濃縮 して油状物 31.7 g を得た｡ こ の 油状物をアセ トニ トリル
ー 水 (20:80) で平衡化 した 3 Lの コ ス モ シ ー ル カ ラム (140 C.1 8 0 P N, ナ カ ライ
テ ス ク (樵) 製)に付 した｡ アセ ト ニ トリ ル ー 水 の混合溶媒を用 い て ス テ ッ プ ワ イ ズ に
溶出 したo こ の 際, ア セ ト ニ トリル ー 水 (20:8 0) を6.5 L, ア セ ト ニ トリ ル - 水 (40 :
60) を6.6 L, ア セ ト ニ トリ ル ー 水 (55 0:50) を8 00ml, ア セ ト ニ トリル ー 水 (60:
40) を 12 L使用 し, 活性画分を得た ｡ 得られた 7.5 Lの溶出液を減圧 下で 4 Lま で濃
縮 した後, 濃縮液を酢酸 エ チ ル で抽出 し, 酢酸 エ チ ル 層に無水硫酸ナ トリ ウム を適量加
えた ｡ 得られた抽出液 7.5 Lを減圧 下で濃縮 して 固形物 1.3 gを得た｡ 固形物をアセ ト
ニ トリ ル ー 水 (20:80) で平衡化 した 400mlの コ ス モ シ ー ル カラム に付 した｡ 次 に,
アセ ト ニ トリル ー 水の 混合溶媒を用 い て ス テ ッ プ ワイ ズに溶出 した ｡ こ の 際ア セ ト ニ ト
リ ル ー 水 (20: 80) を 600ml, アセ ト ニ トリ ル - 水 (40: 60) を 1.2 L, ア セ ト ニ ト
リ ル ー 水 (50:50) を 1 L, ア セ ト ニ トリ ル - 水 (60: 40) を 800ml, ア セ ト ニ トリ
ル - 水 (80:20) を 800ml使用 し, 4種 の活性画分を得た ｡
溶出 した 4 種 の 活性画 分を濃縮乾固 した後, それぞれ 以下 に示す条件で 分取用
H P L Cによる精製をお こない , F- 10748 Bl を48mg, F-1074 8 B2を 6 mg, F-10748 Cl
を 21 0mg, F
-10748C2を 20mg, F
-10748 Dlを 35mg, F-1 074 8 D2 を 7 m g, F
- 10748
Al と A2 の 混合物を 150mg得た｡
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第3節 物理化学的性質, 構造解析
S A N K 18496株 の 主代謝産物で ある F-1 0748 Clおよび F-10748 C2 の物理化学的性
質を Table 2 - 1 に示す｡ F-1 0748 Clは, 正 の 旋光性を示す無色物質で , メタ ノ ー ル 中
にお ける U Vス ペ ク トル は 20 4, 23 3, 263n m に極大吸収を示 したo F-10748 Clの 分
子式は正イ オ ン モ ー ドで の 高分解能 fa st ato m bo mbardm e nt･ M S(F A B- MS) お よび
I
N M Rス ペ ク トル 解析より C42H62016と決定 した｡ F-1 07 48 Clの 赤外吸収ス ペ ク トル は
3387c m
'1付近 に水酸基, 1 713c m'1付近 に エ ス テ ル 基, 16 40と 1612c m･1付近 に共役
ジ ェ ン の存在を示唆す る吸収 を示 した o F･ 10748 C2 も正 の旋光性を示す無色物質で ,
メ タノ ー ル 中にお ける U V ス ペ ク トル は 2 05, 263n m に極大吸収を示 し, 分子式 は
C42H64016と決 定された｡ F-1 0748 C2 の赤外吸収 ス ペ ク トル は F･ 10748 Clと同 じ官能
基を示す吸収 (3374, 1714, 1641, 16 22c m
'1) を示 したo そ の他 の F･107 48類縁体,
F- 10748 Al, 2, Bl, B2, Dl, D2 の 分子式はそれぞれ C37H54015( 高分解能F A B- M S測
定値 m/z 761.3370(M十Na)', 計算値 m/z 761.3361 C37H54016Na), C37H56015( 高分
解能 FA B- M S測定値 m/z 763. 463(M＋H)十, 計算値 m/a 7 63. 51 7 C37H56015N a),
C41H60 16(高分解能FA B- M S測定値 m/a 809.3 962(M＋H)', 計算値 m/z 8 09.3959
C41H6 1016), C41H62016( 高分解能F A B- M S測定値 m/z811.4119(M＋H)＋, 計算値 m/z
811.4116 C4 1Ⅰ‡63016), C43H64016(高分解能 FA B- M S測定値 m/a 837.4 29 1(M＋H)＋,
計算値 m/z837.4 272C43H65016), C43H66016(高分解能 FA B- M S測定値 m/z861.4242
(M＋Na)', 計算値 m/z861.4249C43H66016N a)｡ 下記の HPL C条件で , F- 10748 Alは
保持時間3.5分, F-10 748 A2 は 3.6分, F- 10748 Blは 6.9分, F-1074 8 B2は 7.2分,
F-1 0748 Clは 9. 0分, F-1 0748 C2は 9.6分, F･ 10748 Dlは 12.7分, F-10748 】)2は1 3,7
■
分にそれぞれ溶出された｡
カラム :Sy m m etryC184.6×150m m (Wate r s製)
移動層 : ア セ トニ トリル ー メ タノ ー ル ー 水 (5 4:10:36)
流速 :1.0 ml/分
検出 : U V 26 0n m
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Table 2 - 1. P hysico
･ che mic alpr ope rtie s of F
- 10748 Cl a nd C2
F- 10 74 8 CI F-10748C2
Appea ran ce
Speci丘c r otatio n
[α】D(M eOH)
Mole cula rfor nula
FA B- MS(a/z)
H R FA B- MS(a/z)
Fo u nd
Calcd.
Found
Calcd.
U V(MeO Ii)九 m a xn m(E)
I Rv ma x(K Br)c m
-1
HP LC(Rt. min ute)☆
Colorle ss a m o rphou spo wde r
＋ 7.34
Q
(cl.49)
C42H62016
82 3(M＋H)十, 84 5(M＋N a)＋
823.41 29
82 3.41 16(C42H63016)
26 3(2 9,2 00), 2 2 3(sb 13,70 0),
20 4(4 9,4 00)
33 87, 2 96 1, 29 3 1, 2 8 74,
17 13, 1 64 0, 1612, 1464,
13 46, 1 26 3, 1149, 10 73,
10 36, 1 00 7
9.0
Colo rle s s a m o rpho u spo wder
＋ 4.8 6
o
(co.3 50)
C42H64016
82 5(M＋H)＋ , 84 7(M ＋Na)＋
82 5.4 24 0
82 5.4 2 73(C42H66016)
84 7.4 08 9
84 7.4 09 2(C42H64016Na)
26 3(2 1,30 0), 20 5(32,9 0 0)
3 374, 29 6 1, 29 30, 287 4,
1 71 4
,
16 4 1
,
62 2
,
1 45 9
,
133 8
,
12 6 5
,
114 7
,
10 78,
10 35
,
9 71
9.6
☆ sym m etryc184.6 Ⅹ 1 50m m, CI13CN･ M eOH - H20(54:10:36), 1.0 ml/ min ute, U V 2 10n m
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F-10748類縁物質 の構造は基本骨格 の類似性か ら 2 つ の グル ー プに分類されたため,
構造解析は主 にそれ ぞれ の 主代謝産物で ある F-10748 Cl, F･1 0748 C2たっ い て 行なっ
た｡F- 10748 Clの 1H お よび 13C N M Rス ペ ク トル の 帰属をTable 2 - 2に示すo lH N M R
ス ペ ク トル にお い て , 5.25- 7.2 9p pm の範囲に 8個の オ レ フ ィ ン ある い は芳香族由来
の プ ロ トン が観測され , 3 A 5- 5.41pp m の範囲の シ グナ ル か ら糖が 2 つ 存在する こセ
が示唆され た｡ 脂肪族領域で は, メ チ ン またはメ チ レ ン プロ トン の シ グナ ル(1.29 - 2.39
1
p pm) と4 個の メ チ ル プ ロ トン (0.8 - 1,Op pm)が観測された ｡ 13C N M Rおよび D E P T
ス ペ ク トル 解析に より, 42本の 炭素シ グナル を観測 し, これ らの シ グナ ル は 2 本の カ
ル ポ ニ ル 炭素, 5本 の 4級炭素, 20本の メチ ン炭素, 11本の メ チ レ ン炭素, 4本の メ
チル 炭素に分類され た. これ ら の N M R解析 と物理化学的性質の 結果より, F･ 10748Cl
は papula c a ndin 類抗生物質で ある こ とが示唆された . さらに , F-107 48 Clの 加水分解
体(Fig. 2 - 1)の 1H お よび 13C N M Rス ペ ク トル と旋光度(【α】D ＋31
o
(co.43, MeO H))
が papula c a ndin B の加 水分解体 の 文献値 29)キ ー 致 した こと か ら , F-10748 Cl は
papula c andin B 類 29,3 0)と同 一 の絶対配置 の母核構造をも つ ことが判明 した.
OH
V
0
H O
H O
H O
O H
O H
O H
O H
A
O H
Fig. 2
- 1. Str u ctu r e of hydrQlys edpr odu ct of F
-10748 Cl.
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Table2 - 2. 1H N M Rand13C N M R data of F-1074 8 Gl a nd C2.
F- 10 748 CI F
･
10 74 8C2
posiLtio n 13C N M R IE N M R 13C N M R IH M ⅦR
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
ll
12
13
1
'
2
'
3
'
4
'
5
'
6
'
1
”
2
''
3
”
4
'
8
”
8
”
-C ヨニ3
9
''
10
り
ll
' '
12
p
1 3
”
1 4
''
1 4
”
･C H3
1 5
”
16
〃
1
2
3
4
5
11 2.1(ら)
7 2.0(a)
7 6.4(a)
7 7.6(a)
7 5.0(a)
6 1.6(t)
7 4.0(a)
1 4 5.6(s)
11 6. (s)
1 5 4
.
8(s)
1 03.2(a)
1 6 1.8(s)
1 0 0.1(a)
1 0 5.4(d)
7 4.8(d)*
7 2.7(a)*
7 0.4(a)
74_0(t)
6 4_8(t)
1 6 9ー3(s)
1 2 1.7(a)
1 4 6.2(d)
7 5.4(a)
3 9.5(a)
1 4 A(q)
34.1(t)
28.7(t)
3 4.1(t)
1 3 0. (a)
1 3 7. (a)
4 0.0(a)
2 1.2(q)
3 1.1(t)
1 2
.
4(q)
17 5
.
4(ら)
3 5.0(t)
2 8.4(t)
2 3.5(t)
14.3(q)
4.3 8(lil, A, J = 1 0.0 Hz)
5 A l(1H, t, J= 9.7 Hz)
3.9 6(1 H, 孤)
3.9 8(1H, m)
3_9 9(1H, m)
3.7 6(1 H, m)
5.0 5, 5.0 0(2ⅠもA Bq, J= 12.6 Hz)
6.2 1(1H, a, J = 0.9 Hz)
6.2 0(1H, a, J = 0.9 Hz)
4.3 2(1H, a, J= 7.6 Hz)
3.4 5(1H, m)
3.4 5(1H, m)
3.6 4(1 H, br s)
3.6 5(1H, t, J主6.5 H21)
4.14(2 H, a, J = 6.S HE)
5.9 1(1 H
7.2 9(1H
3.5 5(1 H
1.49(1H
o_90(3H
1.46(1H
1.3 8(2 H
1.9 9(2 H
5.38(1 H
5.2 5(1H
1.9 5(1H
o.9 5(3H
1.2 9(2H
o.86(3H
d, J = 1 5.4 Hz)
d d, J = 15 A, 1 0.S HE)
m)
m)
a, J= 6.6H z))
m), 1.19(1 E, m)
m)
m)
dt, J= 1 5.5, 6.5 Hz)
dd, J= 15.3, 7.6 Ⅱz)
m)
a, J= 6,7 Ⅱ2)
m)
t, J= 7 AH2)
2.3 9(2H,t, J= 7 AHz)
1.6 6(2 H, 孤)
1.4 2(2H, m)
0_9 7(3E, t, J = 7.3 H2:)
7 8,8
72.1
7 9.1
7 7.4
8 1.6
6 1.2
11 4.6
1 5 8.
1 0 4.6
1 5 9.5
1 0 9.5
1 4 3.
6 3.9
a)
a)
a)
a)
a)
t)
s)
s)
a)
ら)
a)
s)
t)
1 05.4(a)
7 4.8(a)☆
7 2.7(a)☆
7 0.3(a)
7 4,0(a)
.6 4.7(t)
16 9.2(s)
12 1.6(a)
14 6.4(a)
7 5.4(a)
3 9.5(d)
1 4 A(q)
3 4.1(t)
2 8.7(t)
3 4. 1(t)
1 30. (d)
1 37. (a)
40.0(a)
2 1.2(q)
3 1.1(t)
12.3(q)
1 75.4(s)
3 5.0(t)
2 8.4(t)
2 3.5(t)
1 4.3(q)
4,8 1(1H, d, J= 10.8 Hz)
4.0 1(1H,t, J= 9.7 Hz)
5.17(1H,t, J= 9.4 Hz)
3.9 7(1 H,t, J= 9.4H且)
3.6 1(1 H, dt, J = 9,4, 2.5 Hz)
4,0 3(1H, dd, J= 1 2.2, 3.2 Hz)
3.88(1H, dd, J= 1 2.2, 2.2 Hz)
6.2 8(1 E, d, J= 2.5 E21)
6 A l(1H, a, J= 2.5 Hz)
4.6 4, 4.5 5(2H, A Bq, J = 1 2.2 Ez)
4.3 4(1 H, a, J= 7.6 Hz)
3.4 6(1H, m)
3.4 6(1 H, m)
3.7 3(1H, br s)
3.6 4(1 H, t, J = 6. 1 Hz)
4.1 3(2H, d, J = 6.1H z)
5.8 9(1H, d, I - 15.5 Hz)
7
.
28(1 H, dd, J= 15.5, 10.4 Hz)
3.5 5(1H, m)
1
.
48(1 H, m)
0.8 9(3H,d, J= 6.5 Hz)
1.4 6(1 E, m), 1.18(1E, m)
1.3 9(2H, m)
1.9 8(2H, m)
5.38(1H, dt, J = 1 5.5, 6.5 H21)
5.2 5(1H, dd, J= 1 5.3, 7.6 Hz)
1.9 5(1H, m)
o.9 5(3H, a, J= 6.8 Hz)
1.2 8(2E, m)
o.8 6(3H,t, J = 7.4 Hz)
2.3 7(2 H, t, J = 7.6 Hz)
1.6 5(2H, 孤)
1 A1(2H, m)
o.9 6(3H, t, J = 7 A Hz)
Spectra w e r e r e corded at 3 6 0a nd9 0 MHz fo rlH and13C, re spe ctively,in CD30 D.
C he mic alshifts a re giv enin ppm referen cedto the s olv e ntsign als at 3.3 1p pm for lH and at 4 9.15p pm fo r13C a s
inter n alstandard.
* :As sign ments ar einter cha ngeable .
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F- 10748 C1 と既知 papulaca ndin 類の 構造の 違 い は2 つ の ア シ ル側鏡部分にある こ
とが明らか とな っ たo DQF C O S Yおよび H M B Cス ペ ク トル解析より, 側鎖 の ひ とつ は
バ レリ ル 基, もう 一 方は 7- ヒ ドロ キ シ ー 8, 4- ジメ チル - 2, 4, 12- - キサデカ トリ エ ノ イ
ル 基 で ある ことが決 定され た (Fig. 2 - 2)｡ オ レ フ ィ ンプ ロ トン シ グナ ル の結合定数(I
=15.4, 15.1, 15.5 Hz) から, 2”, 4”, 1 2”位 の 2重結合はす べ て E 配置で ある ことが決
定 した｡ 2 つ の側鎖 の構造は higb- e n e rg ycollis o n･ a ctiv ated diss ociatio n (C A D) ス
l
ペ ク トル解析によ っ て も支持され た (Fig. 2 - 3)o 側鏡の結合は, H M BC ス ペ ク トル
にお い て H-3と C-1
”
, H -6
'
と C-1”' にそれぞれ遠距離相関ピ ー ク が観測された こ と から,
F- 10748Cl の構造を Fig. 2 - 2 の ように 決定 した｡
F- 10748 C2 の 1H および 13C N M Rス ペ ク トル の帰属を Table 2 - 3 に示す｡ 1H
N M Rス ペ ク トル にお い て , 4,81p pm (d, J =1 0 Hz) の シ グナ ル が H･ 1に帰属され,
ベ ン ジル プ ロ トン (4.55p pm , 4.64p pm) 高磁場シ フ トが F･10748 C2に特徴的で あ っ
た. 以上 の 結果か ら,F-10748 C2 の 母核部分はpapula c andin 類に属する cha etia ca ndin
31, 32)に類似 して い る こ とが示唆された ｡ こ の 母核構造は主 に DQF C O S Y, H MQC,
H M 】∋C ス ペ ク トル 解析に より明らか となり , cha etia c a ndin の 1H および 13C NMR ス
ペ ク トル の 帰属に より支持された ｡ 最終的に F- 107 48 C2 の構造は Fig. 2 - 2 に示すよ
うに決定した｡
F- 1074 8 Bl, Dlは Clと比較 して Rl側鎖部分に違い があ る, すなわ ち, F11 0748 Cl
の バ レ リル 基が Bl, Dlに お い て はプチリ ル 基, - キサノイ ル 基にそれぞれ置換 して い
るo こ れ らの構造は C A Dス ペ ク トル解析に よ っ て も支持された (デ ー タ略)｡ F1 10748
B2, D2もまた C2と比較 して Rl側鎖部分に違 い がある｡F-1 0748B2お よび D2の 1H N M R
と F A B- M Sス ペ ク トル を ･F-1 07 48 C2 と比較 して , F- 10748 B2および D2 の構造は Fig.
●
2 - 2 に示すように決定 した ｡
F-10748 Alお よび A2は 混合物と して得られ たが, 1 H N M Rおよび R 丸B- M Sス ペ
ク トル の 結果より, F- 10748 Alおよび A2 の Rl部分には側鎖がない ことが示されたo
さらに, 1H N M Rにお い て , ス ピ ロ 環部分 (Ⅰ十7) と ベ ン ジル ア ル コ ー ル 基 (H -13)
より誘導されたプ ロ トン シ グナ ル が観測され た｡ これ らの結果より, F- 10748 Al お よ
び A2 の 構造は Fig. 2 - 2 に示すように決定 した o
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第 4節 生物活性
F-10748 Bl - D2 の A. fu m l
'
gatu s1,3サ グル カ ン合成酵素に対する阻害活性をTable
2 - 3 に示す｡ 1,3サ グル カ ン合成酵素に 対す る F-1 0748類 の 阻害活性は容量依存的で
あり , そ の IC50値は 0. 1 か ら 2LLg/ml程度で あ っ た｡ Papula c a ndin 型の 化合物 (Bl,
clおよび Dl) の 阻害活性は , cba etia c a ndin 型 の 化合物 (B2, C2および D2) と比較 し
て 1 0倍程度強く , 母核部分の ス ピ ロ 環構造が 1,3サ グ ル カ イ合成酵素阻害活性に関与
して い ることが示唆された｡ また , 構造解析に使用 した F-10748 Cl物質の 加水分解体
(Fig.2 - 1) は1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性をほ とん ど示 さなか っ た こ と か ら (デ
ー タ略), 側鏡部分も活性 の発 現に 関与 して いる と考えられる ｡
Fて10748 Bl
- D2 の病原性酵 母および A･ fLl m l
'
gatu sに対する抗真菌活性 を Table 2
- 4 に示す｡ F-10748 Bl - D2は Ca ndida 属 の病原性真菌に対 して 強い抗真菌活性を示
したo F- 10748 Bl, Cl の 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性 は B2, C2に比 べ 10倍程度
強 か っ たが , Bl, Cl の 抗真菌活性は B2, C2とほ ぼ同 じ強さで あ っ た｡ また, Ca ndida
属 の真菌の なかで , a. tT OPl
'
c alis に 対 して はあまり強 い活性 を示 さなか っ た ｡ また, 柄
原性酵母 C. B e Ofw m a D S, 糸状菌 A. fu m }
'
gatu sに対 して は生育阻止 活性を示 さなか っ
た｡
2 2
Table 2 - 3･ Inhibitio n of 1
,
3-P
-
glu c a n synthasea) by F
-10748 Cl a nd its r el早ted
c o mpou nds.
Sa mple Glu c a n syntha s einhibito ry a ctivity
IC50(描/ml)
F-10 748 BI 0.2
F- 10 748 B2
F-107 48 CI
F- 107 48 C2
F-10748 DI
F-107 48 D2
0.1
0.2
a)Solubiliz ed m e mbr a n efr actio n of Aspe Egl
'
llu sfu m l
'
ga tas w as u s ed.
Table 2 - 4. Antifu ngala ctivity of F1 1074 8 Cl a nd its r elated c o mpo u nds.
M IC(pg/ml)of F- 10748s
St】:aim
BI B2 CI C2 DI D2
CTa Bdida alb7
1
ca DS ATC C9 0 0 2 8 2
a. alb)
'
ca D S ATC C9 0 0 2 9 2
a. parap.siZo $ 1
'
s A T C C9 0 0 1 8 2
a. tTOPl
'
cal)
'
s S A N K5 9 2 6 3 8
CTJ PtO C O C mSB e Ofu E m a D SS ANK5 9 8 63 >1 28
2 2 2 0.5 0.5
2 1 2 0.5 4
2 1 1 0.5 2
64 >128 >128
.
>128 >12 8
>1 28 >128 >128 >128 >12 8
AsperglHu sfu m 由 tusSA NK IO 6 6 2 >1 28 >12 8 >128 >1 28 >128 >128
M ICs w e r edete rmin edu singRPM I1 6 4 0m eduim (IC NB i9m edical日Inc.)bu ffe red with 0.16 5A M O P S(pH 7.0).
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第5節 考 察
Lophode r m l
'
u m sp. S A N K 18496株の 培養液から単離 した, F- 10748 Clとそ の 類縁
化合物はpapula c a ndin 類に属する新規化合物で ある こ とが 明らか とな っ た｡ 母核の 構
造は既知 の papula c a ndin 類と同 一 で あ っ たが, 側鎖部分の ア シ ル 側鎖構造は新規なも
の で あ っ た｡ 既知 の papula c a ndin と比較 して , F-1 0748類化合物は 8
”位 と1 0”位に共
役2重結合を持たず, 12
''
に 2重結合 をひ と つ 持つ の み で あろ｡
Papula c a ndin 型 の 化合物の 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性は, cha etiacandin 型
の 化合物と比較 して 10倍程度強く, 母核部分の ス ピロ 環構造が 1,3サ グル カ ン合成酵
素阻害活性に 関与 して い る こ とが示唆され た｡ また , 構造解析に使用 した F･ 1074 8 Cl
物質の加 水分解体は 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性 をほ とん ど示 さなか っ た こ とか
ら, 側鎖部分も活性 の発 現に関与 して い ると考えられ る｡
F-107 48 Bl, Cl の 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性は B2, C2に比 べ 10倍程度強か
つ たが, Bl, Cl の抗真薗活性は B望, C2とほ ぼ同 じ強 さで あ っ た o こ の矛盾 は , 化合物
の膜透過性の 違い , または Ca nd1
'
da 属と A. fu n )iatu sの グル カ ン合成酵素感受性の 違
い に より説明可能かも しれ な い ｡ 同様な 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性と抗真菌活性
の 違 い は, 他の グル カ ン合成酵素阻害剤に つ いて も報告されて い る 38)0
F･10748 Cl の ように側鎖部分の 異なる papulaca ndin 類化合物は数多く報告されて
い る Q しか し, F- 10748類生産棟に つ い て 興味深 い 点は, papula c a ndin 型化合物と
cha etia c a ndin 型化合物が同時に生産され て い る こ とで ある o こ の ような同時生産の 例
は本研究が初めて の報告で ある｡
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実験方法
生産菌の 培養に使用 した培地と組成
P D A: 3.9 % N is s ui P DApowde r(日水製薬製)
W S H: 1 % オ ー トミ ー ル , 0.1 % MgS O4
･ 7 H20, 0.1 % K H2P O4, 0.1 % NaN O3,
2 % 寒天末
I
G P M Y: 5% グリセ ロ - ル , 5% 馬鈴薯, o.5% 麦芽エ キ ス , 0.5% 酵母 エ キス
構造解析に関す る 一 般手法
N M Rス ペ ク トル は, Br uke r製 A M X 360(360 M Hz) を用い て 測定 したo 内部標
準と して テ トラメ シ ル シ ラ ン (T M S) を用い , 化学シ フ ト値はp pm 単位 (8 値) で 示
した｡ UV 吸収 ス ペ ク トル は, 島津製作所製 U V-2 65F W で測定 した｡ 赤外吸収ス ペ ク
トル は, 日本電子社製 A2型または 302型赤外分光器で臭化カリウム 錠剤法にて 測定 し
た｡ 質量 ス ペ ク トル は , JA S C O社製 V M S- H X llO型質量分析計で測定 した｡ 比旋光度
は , 日本分光社製 DIP-370型旋光計を用 い て 測定 した｡
High- e n e rgyCollis o n･Activ ated D is s ociatio n (C A D) ス ペ ク トル 測定
H igh- e n e rgyC A Dス ペ ク トル測定に は ､ J E O L S X/S X IO 2A 4 セクタ ー 型タ ンデ
ム 質量分析計を用い た . H igh- e n e rg yC A Dス ペ ク トル は ､ 衝突活性化の ためのAr ガ
ス 圧 をプリカ ー サ - イオ ン の 強度が 5分 の 1程度になるようにga s c ell(5 k V にフ ロ ー
ト) に導入 し測定 した ｡
1,3サD ザ ル カ ン合成酵素の調製および活性測定
Aspe rgl
'
11LZSfu m l
'
g21tU S由来1,3サ グル カ ン合成酵素の調製および活性測定は, 第1
章で述 べ た通 如こ行な っ た｡
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抗真菌活性 の測定
検体の 最小生育阻止濃度 (M IC) は Nation al Co m mitte efo rClin c al Labo r ato ry
Sta nda rds (N C C L S) 準拠 の 日 本 医真菌学会 に よ り提 唱され た 方法 34)に従 い ,
mic r obr oth dilutio n法に より決定 した o 感受性測定用培地 には R P M I 164 0(グル タミ
ン 添加 , 重炭酸ナ トリウム 添加) に MOP S( 終演度o.165 M) を加 えて緩衝液と し,
水酸化ナ トリ ウム を添加 して pH 7.0 に調整 したも の を使用 した｡ 感受性測定用培地 を
用 い て検体を試験管で 2倍段階希釈 し, 96- w ellmic r oplate の各 w ell に 100トLlず つ 分
注 し, 感受性測定用 mic r oplate と した｡ 酵母は Sabo u r a ua de xtr o s e aga r(2 % グ ル
コ ー ス
, 1% ペ プ トン, 1.5 %寒天) で 37℃ で発育状態を観察 しなが ら24 - 48時間好
気培養 した . A. fa m agatu sは P D A で 26℃ で 7 - 14 日間好気培養 したo 菌体または胞
子懸圃液を調製 し, 血球計算盤で 菌数を計算 し, 最終菌量 (1.0 - 2.5×1 03 c ells/m L)
の 2 倍濃度となるように 調整 したもの を接種菌液と した｡ 感受性測定用 mic r oplate の
各 w en に接種菌液を1 00トLLず つ 接種 し, 37℃で 24- 48時間培養 した ｡ 培養後, 目視
または mic r oplate r e ade rに より細胞 の 成育がま っ たく認 められ ない 検体の最小濃度 を
決定 し, M ICと した ｡
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第3章 新規 1,3サDザ ル カ ン合成酵素阻害物質 Arborc a ndin 類の
単離, 精製および構造解析
第 1節 生産菌
S A N K 17397株は山 口県宇部市にお い て採集され た植物葉より分離された｡
I
S A N K 1 7397株 の P D A上で の 生育は極め て抑制的で , 直径は 23℃ ,1 4 日 で 19m m
に達する｡ コ ロ ニ ー は厚く ビ ロ ー ド状で , 中央部で 羊毛状となり 2 - 3 m m ほ ど隆起す
る . コ ロ ニ ー 表面 はオ リ ー ブ色 (1 F5) となり, 隆起部分と縁辺部は白色となる｡ コ ロ
ニ ー 中央か ら縁辺部に 向けて放射状の 溝を形成する. コ ロ ニ ー 裏面は暗青緑色 (24F 3)
となる｡ W S H培地 上で の 生育は極めて 抑制的で , 直径は 23℃ , 14日で 17m m に達す
る｡ 基底菌糸は薄く , 気生菌糸は 羊毛状か ら来状, 中心部でやや隆起 し, 中心部か ら同
心円上に菌糸 の長 い部分が存在する o コ ロ ニ ー 表面はオリ ー ブ色 (1 E 3) で隆起部分で
灰 白色 (1 B l) となる o 裏面 は暗灰色 (1F l) で 縁辺 部で は明灰色 (1 B l) となるo
浦培地で の 生育は極めて抑制的で , 直径は 23℃, 14日で 18 m m に達する ｡ 基底菌糸
は薄く , 気生菌糸は羊毛状で , 中央部で 2 - 3 m m ほ ど隆起する｡ コ ロ ニ ー 表面は桂白
色 (5A 2) で , 隆起部分は明樫色 (5 A 3) となるo 裏面は中央で黒茶色 (5 F 4), 縁辺部
に向けて檀白色 (5A 2) となる ｡ ･C M A での 生育は極めて抑制的で, 直径 は 23℃ , 14
日で 15m m に達する ｡ 基底菌糸 は薄く, 気生菌糸は羊毛状か ら束状で , 中央部で 1 - 2
m m ほ ど隆起する｡ コ ロ ニ ー 表面は暗黄茶色 (5E 6) で , 隆琴部分は白色となる｡ 裏面
は灰茶色 (5F 3) で縁辺部で は樫灰色 (5 B 2) となる. M E A での 生育は極めて抑制的
で , 直径は 23℃ , 14日で 14 m m に達する｡ 基底菌糸は薄く , 気生菌糸は羊毛状か ら
来状で , 中央部で 1 - 2 rhm ほ ど隆起する｡ コ ロ ニ ー 表面は暗黄茶色 (5 E 6) で , 隆起
部分は黒色となる｡ 裏面 は灰茶色 (5F 3) で縁辺 部で は灰樫色 (5 B 3) となる｡ M 40 Y
で の 生育は極めて抑制的で , 直径は23℃ , 14日 で 9.7 m m に達する｡ 基底菌糸は薄く ,
気 生菌糸は短く , 羊毛状か ら束状で , 中央部がやや隆起す るo コ ロ ち - 表面 は黄灰色
(3 C 2) となるo 裏面 は オリ ー ブ茶色 (4 F 4) で縁辺部で は淡黄色 (4 A 3) となる｡ 以
上 の 特徴は 23℃ で 7 日間培養後に観察 した ｡ 色調の 記載は , メチ エ - ン ･ ハ ン ドブ ッ
ク ･ オブ ･ カ ラ ー 3 5)をもと して行な っ た｡
形態的特性は 23℃ で培養 し, 1 - 3 週 間後に観察 した｡ 菌糸はい ずれ の培地でも無
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色か ら褐色 表面は滑面 か ら粗面 , 分枝 し, 隔壁があり, 直径1 - 3Llm , しば しば来状
に集まる｡ 供試 した培地で は 3 週間後でも有性胞子 または分生子 は形成 しなか っ た｡
s A N E 1 73 97株は P D A上 で 5, 17, 23, 25, 27及び 30℃ で生育生育可能で , 37℃ で
は生育 しない o 最適温度は 17- 27℃ で ある ｡
以上 の ような性質を総合的に検討 した結果, こ の S A N K 17397を, 無胞子性 の 糸状
菌で あると同定 して S A N K173 97株と命名 した｡ S A N K 17397株は 工業技術院生命工
学工業技術研究所 (現 産業技術総合研究所特許 生物寄託 セ ン タ ー) に 国際寄託 され,
受託番号 FERM BP-612 3が付 された｡
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第2節 醗酵生産, 単離精製
無胞子性 の 糸状菌S A N K 17397株 をPDA 上 23℃ で 7 日間以上生育させ た｡ 得ら
れ た菌糸体を, 121℃ で 30分間滅菌 した F FA-1培地 450mlを含む 2 L容 エ ル レ ン マ
イヤ ー フ ラ ス コ 4本に接種 したo 次い で 21 0rp m の 回転振とう培養機上, 5 日間 23
o
C
で培養 して 前培養液と したo 60 L容ジャ ー フ ァ ー メ ン タ ー 2基に F FA-1培地 30 Lを入
l
れて 121℃で 30分滅菌 し, 前培養液を終濃度 3%で接種 した｡ 210rp m の 撹搾速度 23℃
で 24時間培養 して第二 の前培養液と したo 本培養と して ,600 IJ 容タ ン ク 2基に F FA- 1
培地 3 0 L をそれぞれ入れ て 1 21℃で 30分間滅菌 し, 第二 の前培養を終演度 3%で 接
種 した ｡ 溶存酸素濃度を 5p pm に維持するように撹拝速度を調節 しながら, 毎分300 L
の 通気量で 23℃ , 8 日間培養を行な っ た｡
600 L容タ ンク培養における a rbo r c a ndin C 生産の 経時変化を Fig. 3 - 1 に示す.
Pa cked c ellv olu me の持続的な上昇で示されるように, S A N K 1739 7株の 菌体は全培
養期間を通 して増殖 し続けた｡ 培養液の pH は , グル コ ー ス の 消費と相関 して , 24- 48
時間で 急速に低下 したo Ar obo r c a ndin C は培養 4 日目か ら培養液中に認 められ, グリ
セ リ ン の 消費に ともな っ て生産される傾向を示 した｡ Arborc a ndin C の培養液中の蓄積
量はそ の後 3 - 4 日間上昇 し続け, 培養 8日目 の a rbo r c a ndin C の平均濃度は 9.1 m g/L
で あ っ た｡
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本菌株培養接中の1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質arborcandin 類の 単離 ･ 精製は
以下に述べ る通りに行なっ た｡ 培養液600 Lとタ ン ク洗浄液310 Lを合わせたも の に ,
アセ トン450 Lとメ タ ノ ー ル450 Lを加え1時間撹拝 した｡ これ をろ過 して得られた
抽出液1675 Lを減圧 下濃縮 し, 得られ た濃縮液930L を6N 水酸化ナ トリウム でpH 7
に調整 した の ちメ タノ ー ル で1725 Lに希釈 した｡ 次い でメタノ ー ル ー 水 (50:50) で
平衡化 したダイ ヤイ オ ンH P- 20(三菱化学 (樵) 製)カラ ム60 Lに付 して , カラム を
l
メ タノ ー ル ー 水 (60:40) 300 L で洗浄後, 活性物質をアセ ト ニ トリル - 水 (40:60)
280 L で溶出 した｡ ア セ ト ニ トリ ル ー 水 (4 0: 60) 溶出画分250 Lを水で希釈 し, 希
釈液400 Lをメ タノ ー ル ー 水(50:5 0)で平衡化 したダイヤイ オンH P-2 0カラム5 Lに
付 した ｡ カ ラム をメ タノ ー ル - 水 (65:3 5) 40 L で洗浄後, 活性物質をメ タノ ー ル ー
水 (90: 10) 29 L で溶出 した｡ こ の うち活性画分20 Lを減圧下溝締乾固して , 粗活
性画 分を得た ｡ こ れ にD M S Oを550ml 加 えて 溶解 し, 以 下 に示 した条件で分取用
H P L Cに付 した ｡ 移動相と して ア セ ト ニ トリ ル ー 水 (45:55) とア セ ト ニ トリル ー 水
(50 :5 0) を用い , ス テ ッ プ ワイ ズに 溶出 した ｡ 分取は6 回に分け, 繰り返 し行な っ
た｡
カ ラム : Y M C- Pa ck- O D S IOOX50 0m m (ワイ エ ム シイ (樵) 製)
流速 : 220m〟分
検出 : U V 210n m
上記分取で a rbo r c a ndin A, B, C, D, E および F はそれぞれ保持時間 31.9,
74.3
,
79.3, 92.2, 126.6 および 139.3 分に溶出され た｡ この うち a rbo r c a ndin C に
つ い て は, 溶出画分を減圧 下で濃縮乾固 して純粋な化合物を6.45g 得た｡ Arbor ca ndin
A, B, C, D につ い て は溶出画分を減圧下 で濃縮乾固 した後, D MS O に溶解 して上記
▲
分取条件で再びH P L C に付 した｡ それぞれ の 溶出画分を減圧 下で濃縮乾固 して , 純粋
なa rbo r c a ndin A を381m g, a rbo r c a ndin B を162mg, a rbo r c a ndin D を34mg,
a rbo r c a ndin E を32 6mg それぞれ得た. ･また , arbo r c a ndin F 溶出画分に つ い て は水
で希釈 した の ち, ア セ ト ニ トリ ル ー 水 (30:7 0) で平衡化 した1.5 Lの コ ス モ シ ー ル カ
ラ ム (140･C･180 P N, ナカ ライテ ス ク (樵) 製)に付 した. カ ラム をまずア セ ト ニ トリ
ル ー 水 (3 0:7 0) , 次 い で アセ ト ニ トリル を用 い て洗浄 したの ち, a rbo r e a ndin F を
アセ ト ニ トリ ル ー D M S O(90: 10) で溶出 した｡ 溶出画分を減圧下 で濃縮 し, 得られ
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た濃縮液を凍結乾燥 して 純粋なa rbo r c a ndin F を711m g 得た. それ ぞれ得られた化合
物に つ い て の H P L C によ る分析は, 以下 の 条件で行な っ た｡
カ ラム : Sy m m etry C184.6×150 m m (W ate r s製)
移動相 : ア セ ト ニ トリル ー 水 (50:50)
流速 : 1.O mlノ分
検出 : UV210 n m
上記条件で a rbo r c a ndin A は保持時間3.6 分, a rbo r c a ndin B . は5.0 分, arbo r c a ndin C
は7.4分, a rbo r c a ndin D は9.2 分, a rbo r c a ndin E は11.6 分, a rbo rc a ndin F は18.
分にそれぞれ溶出された ｡
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第3節 物理化学的性質, 平面構造
Arbor c a ndin A, B, C, I), E および F の 物理化学的性質をTable 3 - 1に示すo
Arbo rc a ndin A, B, C, D, E お よび F はそれぞれ無色粉末と して得られ , D M S Oや
DM Fに易溶 で あり, ク ロ ロ ホ ル ム , メ タ ノ ー ル に は難溶で あ っ た｡ また , 特徴的な
UV 吸収を有さな い ｡ 正 イ オ ン モ ー ドで の 高分解能 FA B- M S(a rbo rc a ndin A : m/z
l
1278.7295(M＋Na)', a rbo r c a ndin B : a/a 1270.7 628(M＋H)＋, a rbo r candin C : m/a
1 284.7784(M＋H)十, a rbo r candin D : m/z 1282.7609(M＋H)十, a rbo r c a ndin E : m/z
1298.7928(M十H)十 , a rbor c andin F: m/z1312.8105(M＋H)十)および1H , 13C NMR ス
ペ ク トル の 結果 か ら , これ ら の 分子 式 をそ れ ぞれ C57HIOIN13018, C58HIO3N13018,
C59HIO6N13018, C59HIO3N13018, C60HIO7N13018, C61EIO9N13018 と決定 した ｡ 赤外吸収
ス ペ ク トル にお い て は, い ずれ の 化合物 も33 10cm
.1 付近 に水酸基の伸縮振動由来の 吸
収が観測され , 1660c m･1 , 1540c m
･1 付近 にはア ミ ド基の存在を示唆する 吸収が観測
された｡
構 造解析は主成分で ある a rbo r c a ndin C を中心 に行なっ た｡ 重D M S O中で測定 し
たa rbo r c a ndin C の 1H お よび18C N M Rス ペ ク トル の 帰属をtlable 3 - 2に示す｡ IH
N M Rス ペ ク トル にお い て , 7.03- 8.29p pm の範囲にはア ミ ド基由来, 4.97, 5.5 1p pm
に は水酸基由来, 4 - 5p pm 付近 に はア ミノ酸 の α ･ メ チ ン プ ロ トン 由来と考えられ る プ
ロ トン の シ グナ ル が観測され た｡ また, 脂肪族領域で は1.2 - 1.3 p pm に複雑 に重なり
合 っ たメ チ レ ン ある い はメ チ ル プ ロ トン , 0.8 - 1.1 p pm 付近 にはい く つ か の メ チル プ
ロ トン の シ グナ ル が観測され た｡ 13C N M Rス ペ ク トル にお い て 10 本の 炭素 シ グナ ル
が重な っ て い た が, D E PT, H MQC およびⅢM B Cス ペ ク トル の 解析に より 59本全
●
て の シ グナル は13本 の カ ル ポ ニ ル炭素, 13 本の メチ ン 炭素, 28 本 の メ チ レ ン炭素, 5
本の メ チ ル 炭素に分類された ｡ N M Rの デ ー タお よび物理化学的性質か ら, 本化合物は
典型的なリボ ペ プチ ド系抗生物質で あり,.そ の 不飽和度か ら環状構造を有する こ とが示
唆された ｡ Arbo r c a ndin C 酸加水分解物に つ い て ア ミノ酸組成分析を行な っ たとこ ろ,
ア ス パ ラギ ン酸 (Asp)2 モ ル , ス レオ ニ ン (Tbr) 2 モ ル , アラ ニ ン (Ala)1 モ ル ,
グリ シ ン (G I㌣) 1 モ ル, βブ ラ ニ ン (β-A la) 1 モ ル が検出された ( デ- タ略) 0
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Table 3 - 1. Physis c o
-
clle mic alpr ope rtie s ofa rbo r c a ndin s.
Arborc andin A Arborc andin B Arborc andin C
Appe ar an ce
M olecularfbm ula
F A B- M S(mL7)
HRFA B- M S(m/z)
Fo u nd
'calcd.
1Rv m a x(K Br)c m
-1
Colorlesspo wder
C57HIOIN13018
1278(M ＋Na)
＋
forC57H1 01N13018Na
1278.7295
12 78.7285
3310,3069, 292 8, 2856,
1664
,
153 6
,
1454
,
13 79
,
1249,1104, 1024,610
H P L C(Rt. M in utes)* 3.6
Colorlesspo wder
C58HIO3N13018
1270(M＋H)
＋
forC58filO4N13018
1270.7628
1270.7622
3 308,3 068,2 92 8,2 85 6,
1663
,
153 8
,
143 6
,
14 07
,
1380, 12 97, 12 52, 1105,
1023
,
590
5.0
Colorlesspo wder
C59HIO5N13018
1284(M 十H)
＋
forC5 9H106NI3018
1284.7784
1284.7778
3317,3068,2928,285
1 662
,
1536
,
1455
,
1409
,
13 78,1294, 1258, Ilo
589
7.4
Arborca ndin D Arborc andin E Arborc andinF
Appe aran c e
M ole cLllarfbm ula
FAB - M S(mj(I)
HRFA B- MS(m/I)
Fo u nd
Calcd.
IRv m ax(K Br)c m
‾l
Colorlesspo wder･
C5 9H103N13018
1282(M ＋ H)
十
forC59fl]o 4N13018
1282.7609
1282.7623
33 10,3 062, 92 8,2 85 6,
1664
,
1538
,
1454
,
14 09
,
13 80
,
1297
,
1253
,
1104
,
1024, 603
H P L C(Rt. M in utes)* 9.2
Colorlesspo wder
C60H107N1 3018
1298(M＋fi)
十
forC60HIO8N13018
1298.792 8
1298.7 935
3 313
,
069
,
2 92 7
,
2 855
,
1663
,
1536
,
14 55
,
14 07,
1384, 1252,1105,1024,
580
11.6
Colorlesspo wder
C61H109N13018
13 12(M＋H)
十
forC61H110N13018
13 12.8105
13 12.8091
3315
,
3065
,
2926
,
2855
,
1664, 1537,1456,1409,
137 9, 1252, 1102,1024,
5 83
18.8
* Sym m etry O D S 4.6汰 150rn rn, Waters, C H3C N- H20(50:50), 1.0 ml/min ute, U V 2 10n m
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Table3 - 2. 1H N M Ra nd 13C N M R data ofa rbo r c a ndin C.
Positio n 8c 8H Position 8c 8H
As n-1(a)
As°-2(b)
Ala(c)
†-O H- Gln(d)
Thr-1(e)
1
2
3
4
2-
4-
1
2
3
4
2-
4-
1
2
3
2-
170.5
49.6
36 2
172.3
N H
N H2
170.7
49.3
3 6.2
173.4
N H
N H2
N H
1
2
3
4
5
2- NH
4- O H
5- NH2
1
2
3
4
2- NH
3-0土i
172.3
48.5
17.1
17l.9
49.3
3 6.5
67.6
177.5
170.5
58.8
67.4
20.4
4.3 6(1H, 孤)
2.5l,2.73(2 H, m)
8.25(1H, m)
7.03,7.58(2H, br s)
4
.
45(l H, m)
2.49,2.79(2 H, m)
8.03(1 H, d, 8.1)
7.34
,
7.56(2H,br s)
4.23(1 H, m)
l.24(3 H, m)
7.76(1 H, a, 8.1)
4.60(1 H, m)
1.70
,
2.30(2 H, m)
3.67(1 H, m)
7.63(1 H,d,8.1)
5.51(l H,d, 5.8)
7.30,7.34(2 H,br s)
4.35(l H, m)
3.7 8(lH, m)
1.0 8(3 H,d,6.5)
8.29(l H, m)
4.97(1 H, ”)
Thr-2(f)
Xaa-1(g)
I
2
3
4
2-N H
3+o H
2
3
4
5
6･13
14
2- N H
5- O H
Gly(h) 1
2
2- N H
β- Ala(i) 1
2
3
2-N H
Xa a-2(j) I
2
′ヽ
J
4
5-9
10
1 ト15
16
2-N H
10- O H
170.7
58.2
66.7
19.6
171.5
54.2
26.2
33.3
69.1
*
14.0
169.0
42.2
170.8
34.6
35.3
172.9
53.4
3l.5
25.6
*
69.6
*
14.0
4,28(1 H, m)
4.06(1 H, m)
I.10(3 H, d, 6.5)
7.83(1 H, m)
4
.97(1H, m)
3.86(l H, m)
I.70,1.80.(2 H, m)
1
.35(2H, m)
3.36(1 H, *)
*
0.86(3 H,t,6.5)
8.19(1 H, d, 6.2)
4.32(1 H,d, 5.2)
3.78,3.85(2 H, m)
8.13(1 H, m)
2
.
59,2.29(2 H, m)
3.15,3.43(2 H, m)
7.69(l H, m)
4.16(1 H, m)
1
.
65(2H, m)
1.24(2 H, m)
*
3.33(1 H, *)
*
0.86(3 H,t,6.5)
8.2 9(1 H, m)
4.17(1 H, d,5.2)
spectra w ere rec orded at3 60and 90M Hzfor
lH a nd13c
,
r e spectiv ely,in D M S O-d6･
c he micalshi氏s ar eglV eninppm refere n cedto T M Sat0ppm for
l
= and D M S O-d6S OIve ntsign alat39･5ppm for
13
c･
* : n ot asslgn eddueto ov erlappmgslgn als
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次 い で , こ れ ら の ア ミ ノ 酸 の 存在を考慮に入れ て , 各種 2次元N M Rス ペ ク トル
(DQFC O S Y, H MQC, H M B C, R O E S Y) によりa rbo r candin C の構造決定を行な
つ た ｡ DQFC O S Yス ペ ク トル を解析するこ とで, 各ア ミノ 酸残基内の ス ピ ン 系が明 ら
か となり,3 個 の異常ア ミ ノ酸残基 を含む 10個の ア ミ ノ酸残基の 存在が示唆された ｡
こ れ らの う ちTable3 - 2 に示すAla (c) , T hr- 1(e) , T hr-2 (f) , Gly (h) および
β- Ala (i) の 5 つ の ア ミノ 酸につ い て は, H M B Cス ペ ク トル の解析 か ら容易に シ グナ
ル を帰属する ことがで きたo 一 九 7.03 と7.5 8p pm , 7.34 と7..56p pm の シ グナ ル は,
R O E S Yス ペ ク トル にお い て それ ぞれ 相関 ピ ー ク が観測され た こ と か ら1級ア ミ ドプ
ロ トン と考えられたo これ らは最終的に , Fig. 3 - 2 に示すH M BC ス ペ ク トル よ り得
られ た相関か らそれぞれ As n の 末端ア ミ ドプ ロ トン に帰属で きた｡ よ っ て , ア ミノ 酸
組成分析で検出され た 2モ ル の-Asp は, As n 由来で ある こ とが判明 した｡
0
Åsn -1
′
(
＼
C
√
N H
36.2PPm
7.03p pm
Eコ
7.58ppm
Asn･2
じ 誌:
7.34ppm
:コ
7.56ppm
√
N H U
巾 ■■ - ■■ DQF CO SY
r ＼ H M B C
′
{
ヽ RO E SY
Fig. 3 - 2. Str uctur e a n alysis of Asn - 1(a)a nd Asn -2(b)r e sidu es.
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残る 3 つ の ア ミノ酸残基に つ い て は, 以下 の ように解析を行なっ た. まず, Fig. 3
- 3 中の 残基 (d) に つ い て は, 7.63p pm (1H!d, J= 8.1 Hz) の ア ミ ドプ ロ トン から4
位に置換 した 5.51pp m (1 H, d, J = 5.8 Hz) の水酸基の プ ロ トン まで の ス ピ ン 系が
DQF C O S Yス ペ ク トル に より 明らかとな っ た｡ さらに, H M B Cス ペ ク トル にお い て ,
4 位 の メ チ ン プ ロ トン (3.67p pm) および水酸基の プ ロ トン か ら5 位 (177.5 p pm)
の カ ル ポ ニ ル 炭素に 相関ピ ー ク が観測され , ROE S Yス ペ ク トル で は1級ア ミ ドプロ ト
l
ン (7.3 0, 7.3 4p pm) と4位 の メ チ ン プ ロ ト ン との 間に相関ピ ー クが観測された ｡ し
たが っ て , 残 基 (a) はrヒ ドロ キ シ グル タ ミ ン (rO H
- Gln) で ある ことが明らか とな
っ た｡ 残る 2つ の 異常ア ミノ 酸 (Ⅹa a･ 1(g) , Ⅹa a･2(h) )に つ い て はN M Rス ペ ク ト
ル か ら完全に構造を導くことが できなか っ たが , 残基 (g) に関 して は, DQF C O S Yお
よびH M B Cス ペ ク トル に より水酸基 が5位 に置換 して い る こ とが判明 した｡ また , 残
基 (j) は 同様に4位まで帰属され た (Fig. 3 - 3) o しかし, メ チ レ ン領域の プ ロ トン
シ グナ ル が重な っ て い るた め, Ⅹa a-1およびⅩa a-2に関 して , これ以上 の解析は不可能
で あ っ た｡
†
- O H-Gln(d)
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上述 した10個 の ア ミ ノ酸残基 の配列 は, R OE S Yス ペ ク トル にお い て , 全て の ア
ミ ドプ ロ トン と隣接 したア ミノ酸残 基の α - メチ ン プ ロ ト ン との 間にそれぞれ相関ピ ー
クが観測され たこ と, H M B Cス ペ ク トル に お い て観測され た遠距離相関により決定 し
た (Fig. 3 - 4) ｡
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N M Rス ペ ク トル で は完全に構造決定で きなか っ た Ⅹaa -1 および Ⅹa a-2 に関して
は, 化学的手法と組み合わせ た マ ス ス ペ ク トル 解析に より構造決定した｡ Arbo r c a ndin
C の 酸加水分解物を用 い てF A B･ MS ス ペ ク トル 測定を行な っ たと ころ, Ⅹa a-1お よび
Ⅹa a-2由来の プ ロ トン 化分子 m/z260, 288(M＋H)' が観測され た｡ さ らに高分解能
F A B- M Sス ペ ク トル より, 各々 の ア ミノ 酸の 分子式 はC14H29N O3, C16H33N O3 で ある
と決定され た｡ Ⅹa a･1 および Ⅹa a- 2 の 帰属は, N M Rス ペ ク トル解析により決定され
l
たア ミノ酸配列順をもとに , a rbo r candin C 由来の プ ロ トン化分子 m/z 1284.7(M＋H)＋
の c ollis o n ally- a ctiv ated diss o ciatio n(C A D) ス ペ ク トル 解析により行な っ た (Fig. 3 - 5)0
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Fig. 3
- 6 に示すように , CA Dス ペ ク トル の フ ラ グメ ン トパ タ ー ン か ら, Ⅹa a･1 が
C1 4H29NO3, Ⅹaa-2 がC16H33N O3 の 組成に相当すると判明 し, それ ぞれ の ア ル キ ル 鎖
長お よびⅩa a-2に水酸基が含まれる こ とが明 らか とな っ た ｡ 最後に , Ⅹa a-2の 水酸基の
置換位置欽 定を以下 の ように行 な っ た ｡ すなわち, C hengらの 方法36･ 37)に従っ て ,
a rbo r c a ndin C の 選択的 p yrid.iniu m dicbr o m ate 酸化体 (Arbo r c a ndin C
-
oX) の酸加
水分解物を用 い て C A Dス ペ ク トル解析 を行な っ た｡ Fig. 3 - 6 に, Ⅹa a-2 酸 化体由来
の リチ ウム 化イオ‾ ン ([M ･ H＋2 Li]') a/z298 から得られた CAD ス ペ ク トル を示すo こ
の ス ペ ク トル で は, 明確なcharge･ r e m otefr ag m e ntatio n パ タ ー ン およびⅩa a-2 酸化
体 の 飽和カ ル ポ ニ ル の位置を示す特徴的なプ ロ ダク トイ オ ン 36･3 7) a /z 240, 17 0が観測
され た｡ したが っ て , Ⅹa a- 2 の水酸基 の置換位置は10位で あ ると決定 した｡ 以上 の 解
析に よ
.
り, a rbo rca ndin C の 平面構造をFig. 3 - 7 に示すように 決定 した｡
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C H3
C H3
ア ミ ノ酸組成分机 N M Rお よび マ ス ス ペ ク トル の解析により , a rbo r c a ndin Cと
類縁化合物で あるa rbo r c a ndin A, B, D, E, F の 棉造の 違 い は, Ⅹa a-1 お よび Ⅹa a･2
残基部分に 由来する こ とが明 らか に な っ た｡ これ らの 構造を決定する ため, arbo r c a ndin
cの 構造決定で述 べ た方法と同様に , arbor candin A, B, D, E, F の マ ス ス ペ ク トル
解析を行な っ た｡ そ の 結果, a rbo r c a ndin A,. B, D, E, F の平面構造をFig. 3
- 8 に
示すように決定した｡
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第4節 Arbo r c a ndin C の 立体化学
Arborc andin C 中の環状 ペ プチ ドを構成 して い る ア ミ ノ酸の 立体化学に つ い て は ,
改良Ma rfey 法38)により検討を加 えたo Arbo r candin Cの 酸加水分解物をLI F D L A化 し,
E SI 正イ オン モ ー ドでL C/ M S分析を行な っ た ｡ それぞれの ア ミノ 酸標品の 誘導体と比
較する ことに より, 2 つ の As n は D 体と L 体, 2 つ の T brは D - ∂ 肋 体と L 体,
l
Ala は D 体で ある こ とが判明 した (Fig. 3 - 9) 0
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構成 ア ミ ノ 酸と して , a rbo r c a ndin C に 2モ ル ず つ 含有される As n および Thr
の 立体が各々 異な っ て い た こ とか ら, 各立体異性体の 帰属を行な っ た｡ 2 つ の As n 残
塞 (As n-1お よびAs n･2) に関して は , 一 方を選択的に 還元 した の ち改良Marfey 法 を
適用するこ とで , ア ミノ酸の 絶対構造を含めた配列順 を決定 した ｡ 2 つ の As n 残基 そ
れ ぞれ 一 方を選択的に2,4･dia min obutyric a cid(D A B)に変換 し, arbo r c a ndin C･ N H2-1
および - N H2-2と した｡ Fig. 3 - 10 に示すように , それぞれ の 誘導体の 変換位置は+Ⅴア
セ チ ル 化体の C A I)ス ペ ク トル 解析によ っ て決定した ｡ Arbo rcandin C- N H2-1の N- ア セ
チ ル 化体か らプ ロ ダク トイ オ ン m/z 773お よび 431が , arbo r c a ndin C-N H2- 2の N- ア
セ チ ル 化体か ら m/a 801お よび358がそれぞれ観測され た｡ したが っ て , a rbo r c a ndin
C- N H2- 1および -N H2- 2 にお い て は , それぞれ As n- 1 および As n- 2 が選択的にD A B に
変換されて い る こ とが明らか とな っ た (Fig. 3 - ll). 最後に , それぞれ に残 る Asn 残
基の 立体を改良Ma rfey 法により解析 し, a rbo r c a ndin C- N H2･ 1か らは IJ I Asp の み が ,
- N H21 2 からは D- Asp の みが検出された(デー タ略)｡ 以上 の 結果より ,A卓n - 1 は D 体,
As n-2 は L 体で ある こ とが明らか とな っ た (Fig. 3 - l l) 0
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C H3
また, 2 つ の T hr 残基 (Thr･ 1お よびT hr-2) の 立体に関 して は, α位 と β位 の メ
チ ン プロ トン 間q)カ ッ プリ ン グ定数の 実測値とN O Eデ ー タ により決定 した ｡ Fig. 3 -
12 に示すように , αプ ロ トン と βプ ロ トン と の カ ッ プリ ン グ定数が T hrl では8.1 Hz,
Thr- 2 では 3･2 Hz で あり, これ に Ka rplu s の 式を適用する と, α および βプロ トン
の 関係は , Thr-1 は a Db
'
配座 , Thr-2 は ga uche 配座をと っ て い ると考 えられ た.
さらに , T br- 2 につ い て は, ア ミ ドプ ロ トン とメ チル プロ トン , α メ チ ン プ ロ トン とメ
E
チル プロ トン と の 間に N O Eが観測され た｡ こ の ような N O E相関を満た し, 配慮を
とる こ とがで きる の は, L･ Thr で あり , D- alloJrhr で は不可能で ある . すなわち, T hr2
はL 体と帰属され , 残 るThr- 1 はD- allo 体と帰属された｡
以上 の 結果より決定され た a rbo r c a ndin C の 立体構造をFig. 3 - 13に示すo しか
し, 残 る †
- O H･ Gln, Ⅹa a･1およびⅩa a･ 2 の不斉点の 立体化学に つ い て は未決定である｡
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H2N
第 5節 考 察
Arbo rc a ndin C をは じめ, 今回単離された 一 連の a rbo r c a ndin類化合物群は, これ
ま で に1
,
3サ グル カ ン合成酵素阻害剤と して報告の ある e chin o c a ndin 類8), F R 901 46 9
39,4 0)とは異なるア ミノ 酸で構成された新規環状リボ ペ プチ ドで あ っ た｡ また, ア ル キル
側鎖を2 つ 有する点も違い が ある｡
I
Arbo r c a ndin類化合物は, これ ら既知の1,3-βザ ル カ ン合成酵素阻害剤と異なる構造
を有するが, 脂溶性の 高 い側鎖を持 つ 環状 ペ プチ ドと い う面で は, 既知 の 阻害剤と類似
した特徴を持っ て い る｡ 1,3サ グル カ ン 合成酵素は, 触媒サブ ユ ニ ッ トと調節サブ ユ ニ
ッ ト の 少 なく と も 2 つ の 細 胞質 膜 局 在性 の タ ン パ ク 質 か ら構 成 さ れ て お り ,
echin o c a ndin 類, F R 901469/a e r othricin3 は, 触媒サブ ユ ニ ッ トを標的と して い ると
報告されて い る41
- 4 4)
｡ したかっ て , a rbo rc a ndin 類化合物もまた触媒サ ブ ユ ニ ッ トに
相互作用 して い る可能性はある｡ 触媒サブ ユ ニ ッ トは1 6回膜貫通領域を持 つ 膜タ ン パ ク
で あり16･2 0･2 1), 調節サブ ユ ニ ッ トも翻訳後修飾でpr e nyl化された膜局在タ ン パ ク で ある
17,1 8)
｡ 脂溶性の 高い側鎖 は, 細胞質膜または触媒および調節サブ ユ ニ ッ トの 疎水的な領
域に相互作用するうえで必要な構造で あるこ とが示唆される｡
4 9
実験方法
生産菌 の培養に使用 した培地 と組成
糸状菌 の培養に用 い た培地 と組成は以下の 通 りで ある ｡
P D A: 3.9 % N is s ui P D Apo wde r(日水製薬製)
W S H: 1 % オ ー トミ ー ル , 0.1 % MgSO4
1 7 H20, 0.1 % E E2P O4, 0.1 % NaNO3,
2 %寒天末
三 浦培地 : 0.02 %酵母 エ キ ス , 0.1 % E H2P O4, 0.02% MgS O4･7 H望0, 0.02 % K Cl,
C MA :
M E A:
M 4 0Y:
F FA-1 :
o.2 % NaN O3, 0.1 % グル コ ∵ ス , 1.3 %寒天末
1.7 % N is s ui C M Apo wde r(日水製薬製)
2
.
0 %麦芽 エ キス , 2.0 % 寒天末
2.0 %麦芽 エ キ ス , 0.
'
5 % 酵母 エ キ ス , 40 % ショ 糖 , 2.Og 寒天末
3%グリセ リ ン , 3% グル コ ー ス , 2% 可溶性デン プ ン , 1% 大豆粉,
o.25%ゼラチ ン , 0.25% 酵母 エ キス , 0.25% N H4N O3
構造解析に関する 一 般手法
N M Rス ペ ク トル は ,Br uke r製 A M X 360(360 M I‡z)を用い て 重 D M S O(D M S O- d6)
中で測定 した｡ 内部標準と して テ トラメ シ ル シ ラ ン (T M S) を用 い , 化学 シ フ ト値は
p pm 単位 (8 値) で示 した . .U V吸収ス
ペ ク トル は , 島津製作所製 UV- 265FW で測定
した ｡ 赤外吸収 ス ペ ク トル は, J A S C O製 F T/IR-8900 A 2 で臭化カリウム 錠剤法 にて測
定 した｡
ア ミ ノ酸分析
化合物 (約400LLg) を6 N塩酸中105
oCにて15時間加 熱 し完全に加水分解 した ｡
加 水分解物を減圧下で濃縮乾固後 , 0.5 mlの2 N ⅡClに溶解 し, 2 0L1 を高速ア ミ ノ酸分
析器 (L･85bo, H IT A C H製) を使用 して ア ミノ酸分析 を行 な っ た ｡
ア ミ ノ 酸 の 絶対配 置は , 改良Ma rfey 法38)に よ り 決定 し た . Arbor c a ndin C,
arb｡ r c a ndin C-N Ⅱ2-1または - N Ⅲ2
- 2を上記 の ように完全に加水分解, 濃縮乾国後, 終濃
度約1 0m M になる ように水 に溶解 した o こ の水溶液10pl に1 M 炭酸ナ トリウム 10pl
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と1 % L- FI) L Aの アセ トン溶液 20plを添加 し, 37℃ で1 時間反応させ た｡ 1 N塩酸水
溶液1 0LLl を加えた後, アセ ト ニ トリ ル5 0pl で希釈 して , IJC/M S分析を以下の 条件
で行な っ た｡
M S: Fin niga n L CQ spe ctr o m ete r, E SIpo sitiv eio n m ode
カ ラム : Sym m etryC184.6× 150m m (W ate rs製)
移動相 : 20 %-lin e a rgr adie nt(15min ute s) - 60 % C H3C N /0.01 % T F A
l
流速 : o.5 ml/分
検出 : U V 340n m
それぞれ の ア ミノ酸標 晶 の誘導体と比較する ことに より, ア ミノ 酸の 立体を決定 した｡
H igh
･
en e rgyCollis on
- ActivatedDiss ociatio n (C A D) ス ペ ク トル 測定
H igh- e n erg yCA D ス ペ ク トル 測定は 第2章で述 べ た通 りに行な っ たo
A 血o r c a ndin C の pyridi miu m dichr o mate 酸化
Arbo r c a ndin C 400mg を40 mlの D M F中に溶解 し, p yri din u m dichr o m ate7.5
等量と室温 で 一 晩反応させたo 水 80mlを加 えて 反応 を終了させた後, 反応液をH P-20
カ ラ ム に より脱塩処理 を行ない , 以下に示す条件でH P L C分取に より精製 した｡
カラム :Pega sil O DS20×1 50m m (セ ン シ ュ
ー 科学製)
移動層 : アセ ト ニ トリ ル ー 水 (55: 45)
流速 : 10ml/分
検出 : U V 210n m
上記分取で保持時間 14.4 分に溶出される ピ ー クを分取 した の ち, 減圧 下で濃縮乾固す
る こ とにより, arbo r c a ndin C の pyridiniu m dicbro mate 酸化体(a rbo r c a ndin C
-
o X)
70.6 m g を得た｡
Arbor c a ndin C As n残基の 選択的還元
Arbo r c a ndin C200mg を20ml の D M F中に溶解 し, 室温で 5 等量の cya n uric
cblo ride と反応させ た｡ 15分後に 2 M NaO Ac 水溶液 1.5 ml を加 えて反応を終了さ
せた後, H P-20 カラム に より脱塩処理を行な い , 以下に示す条件でH P L C分取により
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精製 した ｡
カ ラム :Pega sil O D S 20×150m m (セ ン シ ュ
ー 科学製)
移動相 : アセ トニ トリ ル ー 水 (55 :45)
流速 : 10mlノ分
検出 : U V 210n m
保持時間 12.5 分および 11.7 分の ピ ー ク を分取 した の ち , 減圧 下で濃縮乾固する こ と
に より, a rbo r c a ndin C- CN
- 1(7. 6 m g) お よび - C N-2(6.9 m g) を得た ｡ Arbo r c a ndin
cI C N･ 1と- C N-2 はそれぞれ別 の位置の As n 残基カ ル バ モ イ ル 基が シ ア ノ基 - と変化
した異性体で ある こ とを決定 した (a rbo r c andin C- C N-1 : m/z1288. 7489(M＋Na)＋,
a rbo rca ndin C - C N-2 : m/z128 8. 7499(M＋Na)十) .
A抽 ｡ r c a ndin C- C N･1 お よび - CN- 2 それ ぞれ4 mg を2 ml の M eO H溶液中に溶解
し, 8 等量 の CoC12 ･6 H20, 6 0等量 のNaB H4 を用 いて 室温 で 還元反応を行な っ た｡ 30
分後に0.1 N H Cl水溶液を加 えて 反応 を終了させ た後, Sep- Pak P S
-2 を用 い て脱塩処
理 を行な い , 以下に 示す条件でH P L C分取に より精製した ｡
カ ラ ム : Pega sil O D S 20×15 0m m (セ ン シ ュ ー 科学製)
移動相 : ア セ ト ニ トリ ル - 0.5% トリ エ チ ル ア ミ ン/リ ン 酸緩衝液, pH 3.2(45:55)
流速 : 1 0ml/分
検出 : U V 2 10n m
保持時間12.6 分および17.0 分 の ピ ー ク を分取 した後, 水で希釈 しSep
- Pak P S･2 を用
い て脱塩処理 を行な っ た後, 減圧 下で濃縮乾固する ことにより, Arbor c a ndin C
I NH2- 1
(1.5 m g) および
- N H2- 2(2.3 m g) を得たo Arbo r c a ndin C
I N H2-1と ･ N H2-2はそれ
ぞれ別 の位置のAsn残基を2,4-dia min obutylic a cid(D A B) - と変化 した a rbor cand 血 C
誘導体である こ とを決定 した(a rbo r ca ndin C
I N E2-1:12 70.7985(M＋H)十, a rbo r c a ndin
- N H2-2 : m/a127 0.7976(M＋H)＋) o Arbo r c a ndin C- N H2- 1 お よび - N H2･2 それぞれに
っ い て 6 N塩酸中105oC に て 15 時間加水分解 した の ちア ミ ノ酸組成分析を行 ない ,
arbo r c a ndin C と比 べ て それぞれ Asp が 1 モ ル ず つ 減少 して い る ことを確認 した0
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第4章 新規 1,3サ D- グル カ ン合成酵素阻害物質 Arbo r c a ndin 類の 生物活性
第 1節 1,3サDグ ル カ ン合成酵素阻害活性
構造解析の 結果より , a rbo r c a ndin 類化合物は既知 の1,3サ グル カ ン合成酵素阻昏
剤群に属さない 新規骨格 の 阻害剤で ある ことが 明らか となっ た｡ そこで , これ らの 生物
l
活性に つ い て詳細に検討 を加 えた｡
Arbo r c a ndin A - F の1,3サ グ ル カ ン 合成酵素阻害活性をTable 4 - 1 に示す .
Arbo r candin A, B, C, D, E, F のA. fu m l
'
gatus 由来1,3サ グル カ ン合成酵素に対す
る阻害は容量依存的で あり, IC50値はそれぞれ 0.050, 0.025, 0.015, 0.35, 0.012,
0.012
,
0,035岬/mlであ っ たo また, 病原性酵母 と して重要な C. albl
'
c a n s由来1,3サ
グル カ ン 合成酵素に対する阻害活性は,I C50値で それぞれ 0.25, 0.30, 0.15, 3.0, 0. 10,
o.o80, 0.35帽/ml であ っ た . Arbo r c a ndin 類化合物の うち, a rbo r c a ndin C, E お よ
び F は, 天然物由来の 強力な e chin o c a ndin 類グル カ ン合成酵素阻害剤と して知られ
る pn e u m o c a ndiAo45, 紙 4 7)より強力な阻害活性 を示 し, a rbo r candin 類で最も活性の
強 い a rbo r c a ndin F は pn e u m o c andin Ao と比較 して 3 - 4借強い 活性で あ っ た｡ 以
上 の結果より, a rborc a ndin 類は天然物由来1,SIP- グル カ ン合成酵素阻害剤の なか でも
強力 な阻害剤の 一 群で ある ことがわか っ た｡
また, 唯 一 ア ル キル 側鎖中の 水酸基がカル ポ ニ ル 基に置換 して い る a rbo r c a ndin D
は, 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性が弱く , 構造上カ ル ポ ニ ル 基の置換 の みに違い の
あ る a rbo rc a ndin C と比 較 して , そ の 阻 害活性は10分 の 1程度で あ っ た ｡ 全て の
a rbo r c a ndin 類化合物はC. albl
'
c a n s由釆酵素よりもA. fu m }
'
gatus 由来酵素に対 して
より強い 阻害活性 を示 した｡
Arbo r c a ndin C の1,3-βブ ル カ ン合成酵素阻害活性につ い て , 反応速度論的解析を
行な っ た結果をFig. 4 - 1 に示す. Dixon plot にお い て , 基質で あるUD Pザ ル コ ー ス
濃度を変化 させ る と, 各濃度の 回帰直線がⅩ-軸上で 交わるパ タ ー ン を示 した ｡ したが っ
て , a rbo r c a ndin C の 阻害様式 はA. fa m l
'
gatu s および C. albl
'
c a n s由来1,3サ グル カ ン
合成酵素に対 して とも に非括抗型で ある こ とが明らか とな っ た｡ また , そ の 阻害定数
Ri値は , A. fu m l
'
gata s 由来およびC albl
'
ca D
.
S 由来1,3サ グル カ ン合成酵素に対 して ,
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それぞれ 0.016トLM および 0.1 2トLM であ っ たo
Table 4 - 1. Inhibitio n of 1,3サglu c a n syntha s eby a rbo r c a ndins
Sa mple IC50(帽/ml)
Ca ndl
'
dB Blbl
'
c a B S Aspe rg7
'
11u sfu n )iatu s
A T C C 9002 8 S ANK 10662
Arbo r c a ndin A 0.2 5 0.05
Arbo rc a ndin B 0.30 0.0 2 5
Arbo rc a ndin C 0.1 5 0.O1 5
ArboI･C a ndin D 3 0.35
Arbo r ca ndin E
Arbo r ca ndin F
0. 1 0.0 12
0.08 0.012
Pne u m oc a ndiAo 0.35 0.0 3 5
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Fig. 4
- 1. Kin etic a n alysis of arborc andin C inhibitio n again st 1,3サglu c a n
synthase . Glu c a n synthase r e a ctio n s wer epe rfo r m ed with diffe r e nt c o n c e ntr ation s
ofUD P- glu c o s e(出, 0.25m M ,
'
4, 0. 5 m M; ▲ , 1 m M; □, 2 m M)a nd a rbo r c a ndin C.
[14C]-labeled pr odu ct w a s c ollected, a nd the r elative r e a ctio n v elo city w a s
c alc ulated. T he Dix o n plots of tⅠ1 e r e s ults pr odu ced lin e s 払r e a ch substr ate
c on ce ntration which c o n v e rged at the x
-
a xis. Pa n els:A, glu c a n syntha se fro m A.
fu m 1
'
gatu s; B, fr o m a. alb1
'
c Bn S. a) r elativ e e nzym e a ctivity, pe r c e nt of a ctivity
witho utinbibito r sin the pr e s e n c e of2 m M U D P
-
glu c o se.
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第 2飾 抗其菌活性
M ic r obr otb dilution 法に より決定 した, 主要 な病原性真菌に対する a rbo r candin 類化合物の 最
小生育阻止 濃度 (M IC) を Table 4 - 2 に示すo Arbo r c a ndin 類 の M IC値は Ca Dd)
'
da 属の 病原
性酵母 に 対 して 0.25 から 8 帽/ml であ っ た ｡ また , 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害活 性が 強い
a rbo r candin C, E, F は, Ca nd1
'
da 生育抑制作用 にお い て も強い 活性を示 したo Arbo r c a ndin
類化合物 の な かで 最も活性 の強 い Arbo rc andin F は, AM P H･ B と比較するとやや劣るも の の ,
pe u m o c a ndin Ao, F L C Zとほ ぼ同等の 抗 Cbndl
'
da 活性を示 した o ⊥ 方, a rbo r c a ndin 類化合物は
いずれ も C. D e OfoE m a D S, A. fLZ m l
'
gatu sに対 して は, pe u m o c a ndi Ao と同様に調 べ た濃度領域
で生育阻止活性 を示さなか っ た｡
Table 4 - 2. M ICs ofa rbo r c a ndin s
,
c o mpa r ed with other antifu ngalage nts .
M IC(Llg/ml)
Str ain Arbo rc a ndin s Pn cAoa A M P Hb F L C Zc
Ca nd)
'
da albl
l
c B BSA T C C 90028
Ca Dd)
I
da alb)
'
c a B SA T C C 90029
Ca Bdl
'
da pa rBPSLTosI$1F O 1 396
Ca Ddl
'
da tT OP)
'
callsS A N K 5 926 3
1 0.5 0.5
0.5 0.2 5 0.2 5
0.5 0.25 0.2 5 0_12 5 0,5
0.5 0.12 5 0.5
CTJ PtO CO C C U S D e Ofo r m a D SS A N K 5 986 3> 4 >6 4 >6 4 >64 >6 4 >6 4 >6 4 0.2 5 4
Aspe rgl
-
1hLSfu m l
1
922tLtS A N K IO66 2>64 >6 4 >6 4 >64 >6 4 >6 4 >64 1 16
a)Pn cAo, pn e u m o c a ndin Ao;b)A M P ‡Ⅰ, a mphtericin B;c)F L C Z, nu c o n a 2101e
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Arbor c a ndin 類化合物は A. fu m l
'
gata s に対 して完全に 生育を阻止する活性 を示さ
な か っ たが, 菌糸 の伸長を抑制する活性を示 した｡ Fig. 4 - 2 に arbo r c a ndin C 存在下
で A. fu m l
'
gatu s の胞子 を 48時間培養 した後 の顕微鏡像を示すo 胞子か らの 菌糸 の成
長, 菌糸の分岐など, A. fu m l
'
gatu sの生育 して いる様子が観察されるが, コ ン トロ ー
ル と比較する と, そ の 伸長が顕著に抑制され て い る ことは明らかで ある ｡ この 菌糸 の
伸長抑制の 強さを評価するため, Ku rtz らに より報告され て いる minim u m effe ctiv e
c o n c entr ation (M EG)48)の測定を行な っ たo M E Cは Fig. 4 - 2 0)顕微鏡像で観療され
る ような顕著な菌糸の伸長抑制 ･ 形態変化を示す濃度の 最小値で ある 0 Table 3 - 5 に
示すように, a rbor c a ndin A, B, C, D, E, F の M E Cはそれぞれ, 1, 0.5, 0.063,
1
,
0.063
,
0.06 3一喝/ml であり, 非常に低濃度で A. fu m l
'
gatu sの菌糸 の 伸長を抑制す
る ことがわか っ た｡ また, こ の M E C で比較す ると, a rbo r c a ndin 類は A M P H･ B およ
び pe u m o c a ndin Aoよりも非常に低濃度で A. fa m 1
'
gatu sの 生育抑制活性を示 した｡
Table 4 - 3. M E Cs ofa rbo r c a ndin s agal n StA. fu m 1
'
gatu s.
Sa mple M E G(描/ml)
Arbo rc a ndin A
Arborca ndin B
Arbo r ca ndiⅡ C
Arborca ndin D
Arbo r ca ndin E
Arbo r ca ndih F
Pn e u m o c a ndin Ao
0.5
0.06 3
0
.063
0.063
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Fig. 4
- 2. M o rphologic al change ofglu c a nsynthase inhibito r
-tr e ated A･ f=] m l
'
gatu s
S A N E 10662. Pa n els:A, DMSO s olvent co ntr ol,
'
B
,
2トLg/mlof a fbo r c a ndin C,
'
C, 8
pg/mlofpn e u m o c a ndi Ao. Al l bar sr epr e s e ntO･1 m =i･
5 8
1
,
SIP
- グル カ ン合成酵素阻害剤は Ca Ddida 属の真菌に 対 して殺菌的に作用すると
報告されて い る｡ そ こ で, arbor c a ndin 類化合物に つ い て , こ の殺菌作用.を示す最小浪
度 (M F C) を Ba rtiz al らの方法 49)に従 っ て 調 べ た｡ こ の方法は, 生存菌数を 10 %以
下にする殺菌作用を示す最小値を決定するもの である. Table 4 - 4 に示すように , す
べ て の a rbo r c a ndin 類化合物は, 検討 したす べ て の Ca ndl
'
da 属真菌に対 して殺菌作用
を示 し , M F C値は 1 - 8 pg/ml であ っ た o し か し, a rbo r c a ndin 類化合物は ,
pn e um oc a ndin Aoと同様に , C. n e ofo r m a D Sお よび A. fil m )
'
gatu sに対して は殺菌作用
を示さなか っ た｡
Table 4 - 4. MFCs ofa rbo r c a ndin s, c o mpa r ed with other a ntifu ngalage nts.
M FC(描/ml)
Str ain Arbo r c a ndin s Pn cAo A M P H FL CZ
Ca Ddl
'
da alb1
'
ca DSAT C C 90 02 8 4 4 Z ti 4 :∠
ca Dd)
I
da albl
'
c a D SA T C C 90 0 29 4 4 1 4 1 1
ca Dd7
'
dapa r apsloslsIF O 1396 8 2 1 4 1 .1
ca Ddl
'
da tT OP)
l
c al]
'
sS A N K 5926 3 8 4 2 4 2 2
cTJPtO CO C C U S n e O&o r m a D SS A N K 5 98 63
>64 >64 >6 4 >64 >6 4 >64
Aspergl
'
lu sfu m )
'
gBtu SS A N K IO662 >64 >64 >6 4 >64 >6 4 >64
0,5 0.5 >6 4
0.2 5 0.2 5 >64
0.2 5 0.2 5 4
0.5 0.2 5 >64
>64 0.5 64
>64 1 >64
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つ ぎに, a rbo r c a ndin C の殺菌作用 の 強さ に つ い て詳細に検討 を加 えた｡ 強力 な殺
菌作用を示す A M PH ･ B お よび静菌的に作用する F L C Z50)に つ い て も同様に検討 した .
Fig. 4 - 3 に, 各化合物存在下 で 24時間培養 した後の C. albl
'
c a DS の 生存菌数を示すo
Arbo r c a ndin C はA M P H- B と同様に濃度依存的に C. albl
'
c a D Sの 生存菌数を減少させ,
4 帽/ml以上 の 濃度域で の 生存菌数は検出限界 (培養開始時の 生菌数の 0.1 %) 以下で
あ っ た ｡ また, F L C Z につ い て は 生存菌数を減少させ る ような増殖抑制活性を示 さなか
つ た ｡ 以上 の 結果か ら,1,3サ グル カ ン合成酵素阻害剤 a rbo r c a ndin C は O. albl
'
c a D Sに
対 して強力な殺菌作用を有する こ とがわか っ た｡
1x lO8
1 xl O6
ちー
コ
t>
U 1 x lO
4
1 x lO2
1
initialcfu/mla
dete ctio nlimit
0.01 0.1 1
Sa mp(e c o n e.(pglmI)
10 100
Fig. 4 - 3. Fu ngicidal a ctivity again st a. albl
'
c aDS . CfuJml of a_ albjca n sA T C C
90028afte r a24-hou r c ultu ein R P如I164 0m ediu m containing a rbo r c a ndin C(△),
a mphote ricin B(Jr), or nu c on a z ole(A)w er edeter min ed. a)Initialcfu/mlr epe s e nts
the cfu /mlju stbefo r ethe 24-ho ur cultu r e.
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第 3節 A 血o r c a ndin C誘導体の 生物活性
構造決定の 目的で合成 したa rbo r c a ndin C の誘導体, a rbo r candin C- C N-1, ･ C N-2,
- N H2-1, ･ N H21 2, ･ o X( 第3章) につ い て 生物活性を検討 した. Arbo r candin C･ C N-1,
- C N-2, - N H2-1, - N H212 および - o X の A . fa m 1
'
gatu s 由来1,3-βザ ル カ ン合成酵素に
対するIC50値はそれぞれ 2, 0.07, >10, 0.02および >10Llg/ml であ っ た｡ また, 蕊
l
た, a. Blbl
'
c a n sA T C C 9 0029株に対するM IC値はそれぞれ >16,2, >16, 2 および >16
LLg/ml であ っ た (Fig4 - 4) o これ らの 結果か ら, a rbo r ca ndin Cの ア ル キ ル側鎖中に
含まれる水酸基またはそ の部分の側鎖構造, 環状ペ プチ ド骨格内の D-As n残基が1,3サ
グル カ ン合成酵素阻害活性発現に関与 して い る こ とが示唆された｡
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第 4節 考 察
Arbo r c a ndin 類縁化合物間で1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性を比較すると, ア ル
キル 側鎖の 長さで 活性に違 い があり, そ の 差が最も大き い a rbo r c a ndin A と F の 問で
は4倍程度活性が異なる｡ また, 側鎖の 水酸基がカ ル ポ ニ ル 基に置換 した , a rbo r c a ndin
D では, 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害活性が10分の 1 に低下する ことか ら, ア ル キ ル 鎖
l
およびそ の中に含まれ る水酸基またはその 部分 の側鎖構造がa rbo r c a ndin輝の 活性に重
要で あると考えられる ｡ さ らに, 構造解析 の 目的で , 2本の ア ル キル側鎖の水酸基をす
べ て カ ル ポ ニ ル 基に置換 した a rborc a ndin C- o Xを合成 したが (第3章) , この 誘導体
の 1
,
3サ グル カ ン 合成酵素阻害活性は, a rbo r c andin C の 1,000分 の 1 以下に低下 し
て い た ｡ こ の結果か ら, 2本 の ア ル キル側鎖中に含まれ る水酸基またはそ の 部分の 側鎖
構造は, ともに活性に 必須で ある こ とが示唆された｡ 1,3サ グル カ ン合成酵素は膜タ ン
パ ク の 複合体で構成されて おり14), arbo r c a ndin 類化合物が阻害活性を発現する には,
ア ル キ ル側鎖 で細胞質膜また は酵素複合体 の 疎水性の 高い 領域と相互作用する こ とが
重要 で あ る と推測 され る ｡ また , 構造解析 の 目 的で 合成 した誘導体 a rbo r c a ndin
c･ c N-1 および - C N-2 または, arbo r c a ndin C- N H2
-1および - N H2-2 (第3章) の 活性を
比較する ことにより , D- As n残基 が活性発現 に必須で あるこ とが示唆された｡ 以上 の結
果は今後, より強力 な a rbo r candin 誘導体をデザイ ン する上で有益な情報を与 えると
考えられ る｡
また, 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性に対する反応速度論的解析を行な っ た結果,
a rbo r c a ndin C は非括抗的な阻害様式 を示 した｡ Ecbin o c andin類化合物などの既知 の
1
,
3サ グル カ ン 合成酵素阻害に つ い て も阻害作用は非括抗的で ある報告されて おり48
～
5 2)
, a rbo r c a ndin類も これら の化合物と同様に, 酵素の 基質で あるU D P- グル コ ー ス の 結
合部位 か らは離れた部分に相互作用 して い ると考えられる ｡
Arbo rca ndin類はCaDd1
'
da 属およびA. fu m }
'
gatu s に 対 して生育抑制活性を示 した o
cai2dl
'
da 属に対する生育抑制活性は殺菌的で あり , そ の殺菌作用は非常に強力で あ っ
た｡ しか し, A. fil m )
'
gatu s に対 して は殺菌作用を示さなか っ た. これらの 抗真菌活性
の特徴は既知 の1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質と同様で ある33,4 0, 48･4 774 9･5 3)o CaDdl
'
da
鳳の真菌の 細胞壁は1,3･P- グル カ ンが主要構成成分で あるが , A. fu m l
'
gatas の細胞壁は
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1,3サ グル カ ン の他に キチ ン の 存在比 も高 い こ とが知 られて おり , それが1,3サ グル カ
ン合成酵素阻害物質の 抗真菌作用 の 違い の 原因で ある可能性が ある ｡ しか し, 最近 A.
fu m 1
'
gatu s の 遺伝子解析の 結果か ら, 1,3サ グル カ ン合成酵素触媒サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝子
A m K S lが生育に 必須な遺伝子 で ある こ とが報告された23)0 1,3サ グル カ ン 合成酵素が
完全に 阻害され て い る状態と酵素が ま っ たく発現 して い な い 状態は完全に は 一 致 しな
い が , 阻害剤の 活性向上や他 の 作用様式 の 阻害剤を見 出す こ とに よ り , A. fLZ m 1
'
gatu s
に 対 して殺菌的に作用 する 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質が見出され る ことが期待
される ｡ また, a rbo r c a ndin類化合物が C. D e O&Dr ma B S に対 して 抗真菌活性をま っ た
く 示さな い点に つ い て も既知 の 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害物質と同様で ある33, 4 0, 4 3, 4 7,
49･ 53)
o 最近 C. n e o&o F m a D Sの1,3サ グル カ ン合成酵素遺伝子 がク ロ ー ニ ン グされ , 坐
育に1,SIP- グル カ ン 合成酵素連句子が必 須で ある こ とが報告 された22)｡ したが っ て ,
1
,
3サ グル カ ン 合成酵素阻害物質がC. n e ofo r m a n sの 生 育抑制活性 を示す可能性は高
い
｡ 既存 の酵素調製方法で は C. n e ofor m a D Sの1,3サ グ ル カ ン合成酵素活性は非常に 弱
く , 阻害物質 の活性を評価す る こ とが出来な い ことか ら, C. D e Ofw m a n sの 耐性が1,3サ
グル カ ン合成酵素 レ ベ ル または細胞 レ ベ ル の いずれ で発現 して い る の か は不明 で ある｡
しか し, a. D e OfoT m a D Sの 耐性機構が明ら かに なれ ば, より有用性の 高 い1,3サ グル カ
ン合成酵素阻害剤が開発可能か も しれ な い ｡
Arbo r c a ndin 類化合物はC bBdida 属 に 対 して 強力 な殺菌作用 を持 っ て お り , 1
'
n
v 7
'
TI O にお い て も効果を示す こ とが期待される ｡ しか し, a rbo r c a ndin 類化合物は , 調
べ た 限りD M S OまたはD M Fの み に易溶で あり, 生理食塩水を含めて 1
'
D V 7
'
T70 に使用可
能な溶媒に は高濃度で溶解出来な か っ た ｡ そ こで , 製剤面 か ら溶解性向上 の 検討を行な
い
, リポ ソ ー ム 製剤化に よ っ て a rbo rc a ndin C を生理食塩水に高濃度溶解させ る こ と
を可能 に したo マ ウス の C. alb1
'
caD S 感鞄モ デル を使用 して 治療効果を調 べ た とこ ろ,
a rbor candin C の リ ポ ソ ー ム 製剤は濃度依存的に延命効果を示 した (投稿準備中)o ま
た
,
arbo r c andin 類は A. fLl m l
'
gBtu S に対 して は殺菌作用を示 さなか っ たが, そ の抗真
菌活 性 は非常に 低濃度 ま で 維持 され て お り , a. alb}
'
c a D S感 染 モ デ ル と同様 に A.
fu m 1
'
gatu s に対 して も 1
'
D T q
'
TIO で効果を示す ことが期待され るo
本研究で得られた新規化合物群 a rbo r c a ndin 類の1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害活
性は強力で あり, 既知 の 阻害物質と比較 して も強 い 活性 を有 して い る ｡ Arbo r c andin 類
6 4
化合物は水溶性や抗真菌活性面で 改善の 必要性は あるが, 化学的または微生物変換の も
ととなる抗真菌剤の 有用なリ ー ド化合物と して 期待される｡
6 5
実験方法
1
,
3サ D･ グル カ ン合成酵素の 調製お よび活性測定
Aspe Egl
'
11u sfu m 1
'
gatus 由来 1,3
-P- グル カ ン合成酵素の 調製およ び活性測定は, 第1
章で 述 べ た通り に行な っ た｡
Ca Ddl
'
dB albu
'
can s由来1,BIβ- D - グ ル カ ン 合成酵素は Cabibらの 方法 15)を参考に調
製 した o a. Blb}
'
c a n sA T C C 90028株 を1/2Y P D培地(1 % ペ プ トン , 0.5 %酵母 エ キ ス ,
2 % グル コ ー ス) 2.5 L中で 37℃ で 対数増殖初期 (A600= 0.6) まで培養 した｡ 培養液を
氷冷後, 3,000×gで 1 0分間4℃ で遠心 して菌体を回収 し, 4℃ に冷却 した Buffe rA(50
m M Tr is- H CIpH 7.5, 1 m M E D T A, 1 m M 2
-
m e r capto etha n ol) で洗浄後, 得られた
菌体 3g を - 80℃ で保存 した｡ 以 下 の操作は 4℃ で行な っ た｡ 凍結保存 した菌体を 1 m M
P M S Fを含む BufferA に懸濁 し, 酸洗浄ガラス ビ ー ズ (o.45m m, SIG M A- Aldrich製)
を用 い て破砕 したc 破砕菌体滞 を20,000× gで 1 0分間4℃ で遠心 して そ の 上清を得た ｡
これ を1 00, 00× gで 1時間4℃ で遠心 して沈殿を膜画分と した｡ 膜画分を5 mL の 33 %
(v/v) グリセ リ ン含有 Buffe rA に懸濁 し, - 80℃ で保存 したも の を C. alb)
'
c a n s由来
1
,
3サ グル カ ン 合成酵素と した ｡
C. albl
'
c a n s由来 1,3サ グ ル カ ン 合成酵素 の 活性 測定 は , 第 1 章 で 述 べ た , A.
fLl m 1
'
gatu s由来1,3サ グル カ ン合成酵素の 活性測定と同様に行な っ た｡
抗真菌活性 の測定
検体の 最ノJ､生育阻 止濃度 (M I C) の 決定は , 第2 章で述 べ た通 りに行なっ た｡
検体の minim u m effe ctiv e con c e ntr atio n(M EC) は Kurtz らの 方法 48)を参考に 決定
した . 第 2 章で述 べ た M IC決定の 方法と同様 に操作を行な い , A. fLZm )
'
gatzIS の菌糸伸
長 の 抑制,形態変化が認 められる最小濃度を目視または 検鏡 して決定 し, M EC と した｡
検体の 最小殺菌濃度 (M F C) の決定は Ba rtiz alら の方法 49)を参考に決定 したo 第2
章で述 べ た方法と同様に操作を行 な い M ICを決定後, 使用 した micr oplate をプ レ ー ト
ミキ サ ー を用い て 十分に擾拝 し, 培地 1 0Ltl を 1/2 Y P D寒天培地上 に播 い た｡ 37℃ で
24- 48時間培養後に コ ロ ニ ー の 数を計測 し, そ の数が初発 の コ ロ ニ ー 数 (10- 2 0コ ロ
ニ ー) の 1 0%以下 になる検体の 最小濃度を M F Cと した｡
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Ca Ddl
'
da alucaD Sに対する殺菌作用の 測定
対数増殖期の C. albjc a D SA T C C 90028を M IC測定用の R P M I 1640培地 に終濃度
1×1 04 c ells/ml で接種 し37℃ で擾拝培養 した｡ 1時間後, a rbo r c a ndin C, A M PH -B ま
たは F LC Zを添加 し, さらに 24時間培養を続 けた｡ こ の培養液100plを1/2YP D寒天
培地上 に播き, 24時間培養後 コ ロ ニ ー 数を計測 して 生存菌数を算出した｡
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第 5章 Sac cAa r o myc e s c e r e v T
'
$ 1
'
a eにお ける Arbo r c a ndin C の 作用部位解析
第 1節 小序論
出芽酵母 Sa c cba r o mFC e S C e E e lq
'
sia eにお い て , 1,3サ グル カ ン合成酵素は少 なく と
も 2 つ の サブ ユ ニ ッ トか ら構成され る複合体で ある｡ そ の ひ とつ は, F K S lおよび FKS2
に コ ー ドされ る触媒サ ブ ユ ニ ッ トで あり, F E S lは主に栄養増殖時に , F K S2は飢餓状
態や胞子形成時に機能する こ とが 報告され て い る 54, 5 5)｡ F K S lと F K S 2は ア ミ ノ酸 レ
ベ ル で非常に相同性 が高く , これ ら の遺伝子 の 同時欠損は 致死性 を示す 16, 5 4)｡ もうひ
と つ の サブ ユ ニ ッ トは E H Ol に コ ー ドされる調節サブ ユ ニ ッ トで あ り, 膜局在性 の低
分子 GTP 結合タ ン パ ク質で あ考 11, 18･ 19)o
1
,
3サ グル カ ン合成酵素阻害物質 の 作用点や作用機構 に 関す る研究は, これ まで に
い く つ か報告されて い る｡ Ecbin o c a ndin 類の 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害物質に対す
る S. c e r e T q
'
sla e耐性株の 解析か ら, R m lや G N S l遺伝子 が見出され 417 56), い く つ か
の 虎 β1 アリ ル が e chin o c a ndin 類, papula c a ndin 類の 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物
質 に 交差耐 性 を 示 す こ と も 報 告 さ れ て い る 41
‾
4 3)
｡ ま た , 最 近 の 報 告 で は ,
1ipopeptidola cto n e骨格の 1,3-P- グル カ ン合成酵素阻害物質 F R 901469/Ae r othricin3も
また F ksp がそ の 作用点で ある こ とが示 され た 44)0 G N S lはそ の 後の 研究 か ら, 膜緒合
性 の長鎖脂肪酸合成に関与する E L O 2と同 一 遺伝子 で あり こ とが明 らか とな っ た 57)0
過剰発現により echin o c a ndin 類阻害物質に 対する耐性 を付与する遺伝子 の ス クリ ー ニ
ン グか らは , 細胞壁 の 形成 に関与する S B E 2遺伝子 が見出された 58)｡ また, 異なるア
プ ロ ー チで は , e chin o c a ndin の photo afanity誘導体を用い て , a. albl
'
c a D Sの 膜画分に
存在する, G T Pa s e活性化タ ン パ ク と相同性 を示す 4 0 k Da の e cbin o c a ndin 結合タ ン
パ クを見出した 59)o
第 3章で述 べ たように, 新た に発見された a rbo r c a ndin 類化合物は既知 の 1,3サ グ
ル カ ン合成酵素阻害物質とは異なる骨格を有する こ と か ら (Fig. 5 - 1), 既知 の 阻害物
質とは標的分子 が異なる可能性が ある o そ こ で , 出芽酵母 Sa c caAr o myc e s c e y e 17
'
s l
'
a e
を用 い て , a rbor candin 類 の 主要成分 である a rbo r c ah din C の標的分子お よび作用部位
に 関する遺伝学的な解析を行な っ た｡
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第2節 A 血o r c a ndin C 選 択的耐性出芽酵母株の単離
Arbo rc andin C を 1 帽/ml の 濃度で含有す る寒天培地 で S. c e r e v l
'
sla e の自発性
a rbo r c a ndin C 耐性変異株 を単離 し, そ の 中か ら, 既知 の 代表的な 1,3サ グル カ ン 合成
酵素阻 害剤で ある e cbin oca ndin 類 , papulac andin 類化合物 に 耐 性 を示 さ な い ,
arbo r c a ndin C 選 択 的 耐 性 株 が 得 ら れ る か を 検 討 し た o Echin o c a ndin 類 ,
papula c a ndin 類化合物と して は pn e u m o c a ndi Ao, F- 10748 Clを (Fig. 5 - 1) それ
ぞれ用 い た｡ そ の 結果,2株 の a rbo r c a ndin C 選択的耐性株 A C R 79-5株および ACR IA3
株を選択 し, 以降の検討に使用 した｡
Fig. 5
- 2, Table 5 - 1 に示 すよ うに , A C R79-5株および A C R I A 3株 の増殖は親(野
坐) 株と比較 して a rbo r c a ndin
.
C に対 して ともに 10 倍以上耐性で あ っ た｡ また,
A C R79-5株お よび AC RI A 3株 に対する arbo r c a ndin C の 最小生育阻 止濃度に つ い て も,
100倍以上上昇 して い た｡ 一 方, pn e u mo c andin Ao, F- 10748 Cl の 両 a rbo r c a ndin C 選
択的耐性株に対する最小生育阻止濃度は , 野生株と比較 して ほ とん ど違 い がなか っ た｡
また, A C R 79･5株お よび A C R I A 3株は , 野生株と比較 して 増殖速度に差はなく, 細胞
壁構造 の 状態を示す c alc onu o r white 感受性につ い て も違い が なか っ た(Table 5 - 2).
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Fig. 5
- 2. Su s ceptibilitie s of a rbo r c a ndin C
-
r e sista nt m uta nts to 1,3サglu c a n
syntba s einbibito r s, Cells w e r egr o w nin Y P D A Ua nd r elativ e gr o wth w a s
m e a s u r ed左sde s c ribed in Expe rim e ntalpr o cedu r e s. 0, Y HP250; ～, A C R 79･5; A ,
A C RI A 3.
7 1
Table 5 - 1. Su s c eptibility of s ele ctive a rbo r c a ndin C
-
r e sista nt m uta nts to
1
,
3サglu c a n syntba s einbibito r s･
str ain Gr o wth inhibit o n:IC50a(描/ml) M ICb(描/ml)
a rbo r c a ndin C pn e u m o c a ndi Ao F
･10748 Cl a rbo rc a ndin C pn e u m oc a ndin Ao F
-1 0 74 8 C.
W ild-type 0.0 8 3 1.3 0.8 3 0.5
ACR 79- 5 50 0.7 0 0.7 5 >6 4
A CRI A 3 9.2 0.7 5 3.0 >6 4 16
a I C5.W a sdefin ed a sthe c o n ce nt立ation ofc o mpou nd thatgiv e s5 0 % inhibition ofc ell
grow thc o mpa red withthe co ntrol･
b M I Cw a sdefin ed a sthe mi mim u m co n c e ntr atio n of c o mpo u nd that giv e sl OO %
inhibitio n ofc ellgr o wth co mpa r ed wi ththe c o ntr ol･
Table 5 - 2. Su s ceptibility ofs ele ctiv e a rbo r c a ndin C
-
r e sista nt m utants to c alcoflu o r
w hite,
Str ain MIC ofc alc oflu o ro white Gr o wth r ate
(描/ml) (do ublingtim e:hr)
w ild-type 2 1･9 8
ACR 79-5 1.8 6
A CR I A 3 2 2.07
M ICandgr o wth r ate w er e m ea
A
sur edin Y PI)A Um ediu m at 30℃ ･
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次に , a rbo rc andin C 選択 的耐性株由来の 1,3サ グル カ ン合成酵素につ い て検討を
行な っ た o T?ble 4 - 3 に A C R 79- 5株および A CRIA3株由来の 1,3サ グル カ ン合成酵
素に対する各種 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害剤の 阻害活性を示す｡ Arbo r c a ndin C 選択
的耐性株の 1,3-βザ ル カ ン 合成酵素は, 野生株由来の もの と比較 して 共に a rbo r c a ndin
C に 50倍以上耐性で あ っ た｡ また, これ らの 耐性は a rbo r c a ndin C に対 して 選択的で
あり, pn e u m o c a ndi Ao, F
･10748 Clに対 して はあまり耐性を示さなか っ た｡ 以上 の
l
結果か ら, A C R 79-5株および A C R IA 3株に お ける変異は 1,3サ グル カ ン合成酵素に 関
与す る遺伝子 に生 じて おり, それ ら の変異が a rbo r c a ndin C選択的な耐性を付与 して い
る ことが示唆された｡
Table5 - 3. Se n sitivity of 1,3サglu c a n synthase fr om sele ctiv e arbo r c a ndin
C- r e sist,a nt m uta ntsto glu can syn tha s einhibito r s
Gluca nsyntha seinhibitio n:I C50a(描/ml) Glu c a n syntha占e
Str ain speci丘c a ctivity
a rbo r c a ndin C pn e u m o ca ndin Ao F
･10 74 8 Cl (n m ole/ min/m gpr otein)
W ild-type 0.67 0.8 6 8.7 6.6
ACR 7 9- 5 >100 4.8 6.9 3.9
ACR IA3 >10 0 0.6 3 1.6 3.3
a)IC50 W a sde丘n ed a sthe co n c entr atio n ofa co mpoundthatgiv es 50 % inhibitio n ofGS
a ctivity co mpa red w.iththe c o ntrol.
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第 3節 Arbo r c a ndin C 選択的耐性変異遺伝子 の ク ロ ー ニ ン グ
A CR79-5株および A C R I A 3株 を野生株 と接合させ 2 倍体を作成 したと こ ろ, とも
に a rb｡r c a ndin C 選択的な耐性 を示 した (Table 5 - 4)｡ こ の 結果か ら, ACR 79
-5株
お よび ACR IA 3株由来の 艶色体 D N Aを野生株に導入 し, a rbo r c a ndin C 耐性 を指標
に ス ク リ ー ニ ン グ方法で , a rbo rc a ndin C 選択的な耐性遺伝子が ク ロ ー ニ ン グ可能で あ
る ことが期待された｡ そ こで , セ ン トロ メ アタイ プの 複製開始領域を持 つ ベ クタ ー を用
い て , A C R 79- 5株および A C R IA 3株の 艶色体遺伝子 ライ ブラリ ー (1 0- 15 k b,2 0,000
ク ロ ー ン 以 上) を作成 し, 野 生株 を こ れ ら の ラ イ ブラ リ ー を用 い て 形質転換 した ｡
Arbo r c a ndin C を 5 LLg/ml の濃度で含有する S D寒天培地上 で数日培養後, A C R 7 9
-5
株 の ライブラリ ー か ら 4個, ■APR IA 3株 の ライブラリ ー か ら 3 個の コ ロ ニ
ー が得られ
た ｡ 全て の a rbo r c a ndin C耐性形質転換体より pla s mid抽出をおこ な い , 再び野生株
を形質転換 したと こ ろ, 調 べ た全て の形質転換体が a rbo r c a ndin C 耐性を獲得 した (デ
ー タ略)0
Table 5 - 4. Su s ceptibility ofs ele ctiv e a rbo r c a ndin C
-
r e sista nt m uta nts m ated wi th
wild-type str ain to a rbo r c a ndin C･
strain Gr o wth inhibition:IC50a(p g/ml) M I Cb(描/ml)
w 止d-type(Y H P2 5 0)× YH P 2 5 1 0･12 1
A CR79･ 5 × Y H P 2 5 1 10 >64
ACR IA 3× Y H P 2 5 1 2.8 64
a IC50W a sde且n ed a sthe co n c e ntr atio n ofc o mpou nd that giv e s50 % inhibitio n ofc ell
gro wth c o mpa red･ withthe co ntr ol･
b M IC w a sdefin ed a sthe minim u m con c e ntr atio n ofc o mpo u ndthatgiv es
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つ ぎに, ライ ブラリ ー 作成に用い た ベ クタ ー の D N A配列 をプライ マ ー と して , ベ
クタ ー に挿入され て い る染色体I) N A両端の 塩基配列 シ ー ク エ ン ス を行なっ た. 出芽酵
母 S. c e r e v 7
'
sla e の全塩基配列 は既に 決定しており , 得られた塩基配列を BI+A S Tサ ー
チする ことにより ク ロ ー ニ ン グした艶色体 DNA の 領域を同定する ことが可能で ある｡
塩基配列 の シ ー ク エ ン ス 結果か ら得られた, 各ク ロ ー ン の 艶色体 D N A領域を Fig. 5 -
3 に示す｡ A C R79-5株および A C RI A3株由来の a Tbo rc a ndin C 耐性ク ロ ー ンは, とも
l
に 第1 2番染色体の E K Sl遺伝子座 を含むも の で あ っ たo また , 各ク ロ ー ン の 領域か ら
推定され る a rbor c a ndin C 耐性 に 必要 な最小範囲は E K S l遺伝子 の オ ー プ ンリ ー デ ィ
ン グフ レ ー ム(OR F)の み を完全長含んで い た｡ したが っ て , A C R 79･5株および A C RI A 3
株の arbor c a ndin C耐性変異は, ともに 1,3サ グル カ ン合成酵素の 触媒サブ ユ ニ ッ トを
コ ー ドする F K S l遺伝子 に生 じて い るこ とが示唆されたo
y L R 3 38 W R P P OYL R 34 1 W F K S I y L R343 W P R L26A
c hr o m o s o m eXH
5
'
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Fig. 5 - 3･ Ge n o m e m ap ping ofthe clo n ed D N Ac o nfer ring a rbo r c a ndin C
-
r e sista n ce･
Arr o whe ads r epr e s e nt s equ e n c ed r egio n s u sing prim e rso n clo ning v e cto r･ Bla ck bo x e s
r epr e s e ntputativ e clo n edge n o mic D NA r egl O n S･
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第 4節 Arbo rcandin C 選択的耐性を付与す る変異の 決定
A C R79- 5株および A C RIA 3株由来 の a rbo r c a ndin C耐性 ク ロ ー ン の F E S l遺伝子
o R Fの 全塩基配列 を調 べ た結果 を Fig. 5 - 4, 5, 6 に示 す ｡ 調 べ た範囲にお い て
arbo rcandin C 耐性株 の塩基 レ ベ ル の 変異は 1 ケ 所ずつ で あり , 塩基配列 から推定され
るア ミノ 酸変異は, A C R7 9･5株 で Fkslp の 470番目 の As n残 基が Lys - , A C R I A 3
株で 642番目の Le u 残基が Se r - の 変異で あっ た (Fig. 5丁7)0
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Fig. 5
- 4. Nu cle otide a ndpr edicted a min o a cidsequ e n c e of Y H P 250 F K Sl.
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さらに , こ れ らの 遺伝子変異 の影響を詳細に検討するため, 変異部分以外はす べ て
遺伝子背景が同 一 の 株を作成 した (Fig. 5 - 8)o まず, Asl遺伝子欠損株を作成 し, さ
ら にそ の E E S 2遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー を α4 L IOプ ロ モ ー タ ー に改変 した ,
.PsI A
PG AL) 0-F K S2株を作成 した｡ jksI A PGALIO-F K S2株 にお い て は G A.L/10プ ロ モ - タ - で
発現調節される内在性 Fks2p の みが 1,3サ グル カ ン 合成酵素の 触媒サブ ユ ニ ッ トと し
て機能 して い る｡ α4ムJ♂プ ロ モ ー タ ー の 活性は, ガラク ト - ス 培地中で誘導し, グル
l
コ ー ス 培地中では抑制されるた め 60･6 1), Fig. 5 - 9 に示すように jksI A PGAL IO- F K S2株
は ガラ ク ト - ス 培地中で は生育可能で あるが , グル コ ー ス 培地中で は内在性の 1舟β-
グル カ ン 合成酵素 の触媒サ ブ ユ ニ ッ トが枯渇 し致死 となる｡ この 株に セ ン トロ メ ア型
F ESl遺伝子発現 ベ クタ ー (PC E- F E Sl) を導入すると, 野生株と同 レ ベ ル に生育が回
復する (Fig. 5 - 9)｡ したが っ て , jksI A PG A LIO-F KS2株を用 い る ことで , グル コ ー ス
培地中で は内在性 の 1,3サ グル カ ン合成酵素 の触媒サブ ユ ニ ッ トの影響を受けずに, 栄
現 ベ クタ ー 上 の触媒サブ ユ ニ ッ ト (F kslp) の機能を全く同 じ遺伝的背景で調 べ る こ と
が可能で ある｡
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そ こ で , PCE- E ESl の F K S l遺伝子 を A C R79
-5 株お よび A C R IA 3株それ ぞれ の
変異領域と置換 した発現ベ クタ ー (pC E･ F E S IN470 Kお よび pC 掛F K SIL642S) をjksI A
PGA LI O- F K S2株に導入 し (Fig.5 - 8, 9), それ らの 1,3
-
P
- グル カ ン合成酵素阻害剤感受
性に つ い て調 べ た｡ Table 5 - 5 に示すように , pCE･ F K SIN 470 Kおよび pC E- F K SIL642 S
それ ぞれ の導入株, C EIF K S IN 470Kおよび CE-F K S IL642 Sは, a rbo r c a ndin C 選択的に
耐性 で あり , 生育 に お け る各 1,3サ グ ル カ ン 合成酵素 阻 害剤 に 対す る感受性 は,
A C R 79･5 株および A C R IA 3株 とほぼ 同等で あ っ た｡ さらに , C E- F K S IN 470 Rおよび
c E-F K S IL642 S株由来の 1,3-B- グル カ ン 合成酵素に つ い て も , a rbo r c a ndin C 選択的耐
性株で みられ たような, arbo r c a ndin C選択 的耐性が認 められ た (Table 5 - 6). 以上
の結果よ り, Fkslp タ ン パ ク の 470番 目の As n残基が Lys - , また は 642番目 の Leu
環基が Se r - の 変異が a rbo r?a ndin C 選択 的耐性を付与する ことが明らか とな っ たo
こ の結果は, S. c e m v 7
'
$ 1
'
a eにおらナる a rbo r c a ndin C の標的分子が 1,3-βブ ル カ ン合成酵
素 の触媒サブ ユ ニ ッ トF kslp で ある こ とを示 しており , そ の 作用部位 は47 0番目 の As n
残基および 642番目の Le u 残基付近 で ある ことを示唆 して い る｡
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Table 5 - 5･ Su s c eptibility of FksIN 470 Rp and FksIL642 Sp m utants to glu c a n synthase
inbibitor s
Str ain Gr owthinhibitio n:IC50a(描/ml) M ICb(帽ノml)
a rbor candin C pn e u m o c a ndin Ao F
-107 4 8 Cl a rbo rc a ndin C pn e u m o ca ndin Ao F
･10 74 8 Cl
CE- F KSI 0.08 6 1.3 0.9 0 0.5
C E- F KSIN4701{ 59
CE- FK SIL642S 14
0.88 1.1 >6 4
0.83 4.0 >64 1 6
a lC5 0W a sdefined asthe c on c entr atio n ofc o mpo und thatgives50 % inhibitio nofcellgr o wth
c o mpared withthe control.
b M ICw asdefhed asthe minim u m c on c entratio n ofco mpo u ndthatgiv eslOO % inh bitio n ofcell
gro wthc o mpared withthe c o ntrol.
Table 5 - 6･ Se n sitivity ofglu c a n syntha s efro m FksIN470 Ep a nd FksIL642苧p
m uta ntsto glu c a n syntba s einbibitors.
Gluc a n syntha s einhibitio n:IC50a(描/ml) Glu ca n synthase
Str ain specific activity
a rbo r c a ndin C pn e u m o candin Ao F
･10 7 4 8Cl (n m ole/min/m g protein)
C E-F K S 1 0.26 1.0
C E-F K S IN 470 K >100 5.3
5.5 5.9
3.5 3.8
C E-F K SIL642S >100 0.80 1
.
2 3.9
a lC50 Was defln ed asthe co n c entratio n ofa c o mpo undthatgiv es5 0 % inh bito nofG Sactivity
c o mpared withthe c ontrol.
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第5節 考 察
Arbo r c a ndin C の作用部位を解析するため, arbo r c a ndin C に選択的に耐性を示 し,
e chin o c a ndin 類, papula c a ndin 類の 1,3-P- グル カ ン合成酵素阻害剤 に は耐性 を示さ な
い , 自発性 S. c e r e T 7
'
sla e変異株 A C R 79- 5および A C R I A 3株 に つ い て 詳細な検討 を行
な っ たoA C R 79-5および A C RIA 3株 の 遺伝学的解析, 変異遺伝子 の 表現形解析により ,
Fkslp タ ン パ ク にお ける 470番 目の As n残基 (Asn470) が Lys - , または 642番目の
Le u残 基 (Le u642) が Se r - の 単 一 の ア ミ ノ酸変異が, a rbo r c a ndin C 選択的耐性 を付
与する ことが明らか となっ た｡
既知 の 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害剤 の なか で , a e rothricin3 は Fkslp の 13 36番
目甲 Lys残基 (Lys1336) 部分に相当するア ミ ノ酸残基に相互作用する こ とが示唆され て
い る 44)｡ また, e chin o c a ndin 療, papula c a ndin 類化合物もまた Fkslp との 相互作用
が示唆され て い るが 41
～ 43)
, そ の ア ミノ酸残基は決定されて い ない ｡ 本研究で得られ た
結果は, a rbo r c a ndin C もまた既知 の 阻害剤 と同樺に F kslp と相互作用 して い る こと
を示 して い る ｡ しか し, Asn470および Leu642は Lys1336か ら離れ た部位に あり, それ ら
の 変異 が e cbin o c a ndin 類 , papula c a ndin 類化合物 に 耐性 を示 さ な い こ と か ら ,
a rbo r c a ndin C の作用 部位は既知 の 阻害剤とは異なると考えられた｡ 本研究結果 か ら,
F kslp の抗真菌剤の 標的分子 と して の 重要性が高まり , 新たに その 阻害に決定的なア ミ
ノ酸残基の 情報が提供されたと考える ｡
1,3サ グル カ ン合成酵素の触媒サブ ユ ニ ッ トと推定されて い る F kslp は, 未だそ の
触媒機能に 関与する構造の研究が十分に行われて お らず, 酵素の 基質で ある U D P･ グ ル
コ ー ス の結合領域に つ い て も明 らか で はない o しか し, 最近 F kslp の 温度感受性変異
体 の解析に より, F kslp の ドメ イ ン 構造と機能の 関係が明 らかに なり つ つ あるo そ の解
析結果か ら, ア ミ ノ酸配列 790- 1 063番目 の領域が触媒反応に関係 して い る こ とが示
唆され て い る 62)｡ こ の結果より, a rbo r c a ndin C の 作用部位と して推定した Asn470お
よび Le Ⅶ642が触媒領域とは別 の 領域に位置 して いる ことが示唆され るが, これ は第4
章で得 られ た a rbo r c a ndin C の 阻害作用様式が非括抗型 で あると い う結果に も ー 致す
る. 温度感受性変異体の解析の 結果か ら, As n470おまび Le u642を含む領域 (382- 789
番目)は酵母 の 極性成長部位に Fkslp を局在させる機能を持 つ と推定されて い るが62),
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そ の領域と相互作用する a rborcandin C が どの ような機構で酵素反応 を阻害するの か
興味が持たれる｡
また, 本研究で得られ た結果より, F kslp の Asn
470ぉよび Leu642は位置的に接近 し
て いる ことが示唆される o F kslp は 16回膜貫通領域を持っ と推定される膜タ ン パ ク質
で あるが , そ の細胞質膜上 の トポ ロ ジ ー モ デル は hydropathy plot解析により推定され
て いる 41)o こ の モ デル で は, Asn470および Le u642は, それ ぞれ膜貫通領域外側お よび
(
細胞質内ル ー プ領域 に位置 して おり, Asn470は位置的に Le u642から離れて い る ことに
なる (Fig. 5 - 10A)o 一 方, P H D htm s e r ver63,6 4)で予測されたモ デル で は, Asn470お
よび Le u642は, それぞれ第1番細胞外領域および第 3 番細胞外領域に位置 してお り,
こ れ らの ア ミノ酸残 基は空間的に 近づく ことが可能で ある (Fig. 5 - 10 B)o 本研究で
得られた結果は, P H D htm se r v e rで予測され たモ デル を支持するもの で あり , F kslp
の 正確な構造の 理解 をする上で重要な貢献を して い ると思われる｡
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tran s m e mbr a n ehelic e s a r e sho w n by boxe s. (A)The m odel pr edicted by
hydr opathy plot a n alysis.(B)T he m odelpredicted bythe P H D htm s e rv e r.
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F kslp に おける Asn470a nd Leu642に相当するア ミ ノ酸残 基とそ の 周辺 の ア ミノ酸
残基は arborc a ndin C 感受性の 真菌の 間で 高い 相同性 を示 して い る｡ しか し, これ らの
ア ミ ノ酸残基は a rbor c a ndin C に耐性の CTJ PtOC O C C U S D e OrW m a DS にお い て も保存さ
れ て い る (Fig. 5 - ll)o a. De a&w m a D Sは 1,3サ グル カ ン合成酵素を持 っ て おり , F E S
遺伝子 はそ の 生育 に必須で ある こ とが報告されて い るが 22), 既知 の す べ て の 1,3サ グル
カ ン合成酵素阻害物質に耐性を示す33,4 0,4 3･4 7,4 9･5 3)0 a. n e o&o r m a n sに は, arborca ndin
l
C を含む 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質に対 して典通 の耐性機構が存在するの か も し
れ な いo a. n e o&o v m a D Sの 耐性が 1,3サ グル カ ン 合成酵素レ ベ ル または細胞 レ ベ ル の い
ずれ で発現 して い る の か は不 明で ある｡ しか し, a. n e ofo m 7a n Sの 耐性機構が明らか
になれ ば, より有用性 の 高い 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害剤が開発可能か も しれ ない ｡
Arbo r c a ndin C 選択的耐性変異株の 単離, そ の 耐性に関与する遺伝子変異の 同定に
よ っ て , Fkslp タ ン パ ク と1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質の 相互作用に 関 して新たな
知見 が提供されたo 今後 の研究の方向性と して は, Fkslp タ ン パ ク の N 末端細胞外領域
と a rbo rc a ndin C 間の 直接の 相互作用 を検出する ことが期待される ｡ さらに , F kslp
タ ン パ ク の N末端領域の 詳細な構造解析に より, arborc a ndin C の抗真菌活性の 向上ま
たは新たな骨格を有する 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質の 開発 に関 して 有益な情報
が得られ ると思われる｡
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1 11･ Am in o a cids equ e n ce align me nt of F ks pr otein sfr o m v a rio u sfu ngi. T he
a min o a cids equ e n c e of S･ c e p e Tj7
'
s l
'
a e F kslp, r e sidu e s45 9-483a nd 632- 65 6, a r e
align ed to the r ele v a nt s equ e n ce of F ks pr otein s fro m C･ alb1
'
c a n s
,
A. fu n)
･
gatu s,
a nd C･ n e o&o m a n s(Ge nBa nk a c c e s sio n n u mbe r sD 88815
,
U 7972 8
,
a ndAF IO 2882,
r e spe ctiv ely)･ H atched bo xes a nd Filled bo x e sindic ate c o n s e r v ed r e sidu e s a m o ng
F ks protein s a nd m utated r e sidu e s in a rborc a ndin C- r e sista nt m utants,
r e ape ctiv ely.
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実験方法
使用 した培地
出芽酵母 の培養に は以下 の培地を使用 した ｡
Y P D A U: 2 % ペ プ トン , 1 %酵母 エ キ ス , 2 0帽/ml 硫酸アデ ニ ン ,
20トLg/ml ウラ シ ル , 2 % グル コ
ー ル
I
Y P GalA U: 2 % ペ プ トン , 1 %酵母 エ キ ス , 2 0帽/ml 硫酸アデ ニ ン ,
20トtg/ml ウラ シ ル , 2 % ガラ ク ト - ス
S D: 0.67 %ye ast nitr oge nba s e, 2% グル コ
ー ス
, (必要に応 じて D Om ediu m65))
S Gal: 0.67 %ye ast nitr oge nba s e, 2 % ガラク ト - ス ,
(必要に応 じて D Om ediu m65))
寒天培地 は寒天未を 2 %含有する｡
遺伝子操作用大腸菌株 の培養には以下 の 培地 を使用 した｡
L B: 1 % トリプ トン , 0.5 %酵母 エ キ ス , 0,5 % NaCl
使用出芽酵母株
本研 究で使用 した出芽酵母株を以下 に示す (Table 5 - 7)0
93
Table5 - 7. Pla s mids a ndye a ststr ain s u sedin this study
Str ainorplas mid Descriptio n Referen c e or s o urce
Plas mids
pA U Rl12
pCEl12
pC E-F K SI
pc E-FK S)
N470K
pc長一 FK 5
.
I
L642S
Str ain s
Y H P 250
Y H P251
A C R 75-5
A C R I A 3
jksI A
Centro m er e-type shuttle vector
Centrom ere-type shuttle ve ctorderived &o mpA U Rl12
pC E l12co ntaining clo ned F K Sl &o mY H P250
PC E- F KSlreplac ed with A C R 75-5 m utatedregio n
PC E- FR S lrepla
t
c edwith A C R I A 3m utatedregio n
M A TE
,
u r a3-52
,
1ys2-8 01, ade2-101, trpl-A l, his3- c2 00,le u2AI
M4To; ura3-52, lys2-8 01, ade2-101,trpI A l, his3- c2 00, leu2A I
arborc andin C-r esistantm utantderived &o mY H P2 50
arborca ndin C十r eSistantm utantderiv ed 丘o m Y H P250
M 4 Ta, u r a3-52, 1ys2-8 01, ade2-10I, trpl- AI, his3-c200, le u2 A l,
ノ触I A::L E U2
jksI A PGAu O- F KS2 M A Ta; ur a3-52, 1ys2-8 01, ade2-101,trpl- Al, his3-c2 00, le u2-Al,
JksI A::L E U2, PGAJJ O- F KS2::TRPI
C E-F K Sl ノ触1APuALIO-F KS2 harboring plas midPC E- F K SI
cE-F K SI
N470 K
jksIA PGAl.1u-F KS2 harboring plas midPC E- FK SI
N470K
c E-F K SI
L6 42S
ノ鮎1APGALI O-F K S2 harboring plas midPC E-F K SI
L642S
Takar aBioln c.
T his study
T his study
T his study
This study
66
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T hisstudy
T his study
This study
This study
This study
This study
This study
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遺伝子操作
大腸菌の 墳伝子操作は標準的な方法に より行なっ た 67)｡ プラス ミ ドの 増幅や形質転
換には大腸菌J M IO9株(Taka r aBio), J M lO株(T O Y O B O), T O P IO株(In vitr oge n)
を使用 し, 適当な抗生物質を添加 した L B培地 で 37℃ で培養を行なっ た｡ 酵母 の 遺伝
子操作は Guthrie と Fink の 方法 65)に従 っ て 行な っ た｡ 酵母 の 形質転換はリチウム酢酸
法 68)により行な っ たo
酵母漁色体ク ロ ー ニ ン グ ベ クタ ー の 作成
酵母染色体をク ロ ー ニ ン グするた め, セ ン トロ メ ア型の 大腸菌 - 酵母 シ ャ トル ベ ク
タ ー pC E l1 2を作成 した｡ pC E l12は, pA U R l12(Takar abio) の KpnI - Sa cIフ ラ
グメ ン トを Ba m H Iサイ トを含むオリ ゴ D N Aで 置換して 作成 した0
自発性 a rborc andin C 耐性株 の単離
自発性 a rbo r c a ndin C耐性株は Y P H 250株 を1 岬/mla rbo r c a ndin C含有 Y P D A U
寒天培地 に播き, コ ロ ニ ー が出現するまで 30℃ で培養 して単離 した｡
生育阻害活性の 測定
生育阻害活性は Y P D A U培地 を使用 した micr obr oth dilutio n 法により測定した｡
1
,
3サ グル カ ン合成酵素阻害物質添加または非添加培地 150plを96- w ellmic r oplate に
分注 し, 各 w ell に 1×1 04個 の酵母細胞を接種 した ｡ 30℃で 16 - 24時間培養後 (対数
増殖期), 培地濁度 (595n m) を micr oplate r e ade r(A R V Osx, Pe rkin ･ Elm e r製) で
測定 した｡ 阻害物質非添加 コ ン トロ ー ル に対 して 50 %生育阻害する (濁度が 50%にな
る) 阻害物質濃度を I C50値 と した o また, 濁度上昇が認められない検体の 最/J､濃度を
M I Cと した｡
1
,
3サD ザ ル カ ン合成酵素活性 の 測定
S. c e r e T q
'
$ 1
'
a e1,3サ グル カ ン合成酵素 の調製はIn o u eらの 方法 16)を参考に行な っ た ｡
細胞を YI'D A U培地 1.2 L で 30℃ で対数増殖初期 (A600= 0.6) まで振とう培養 した ｡
培養液を氷冷後,3,000×gで 5分間4℃ で遠J卜して菌体を回収 し,4℃ に冷却 した Buffe r
95
A (50m M Tr is- H CIpH 7.5, 1 m M E DTA, 1 m M 2- m e r c apto etha n ol) で 洗浄後, 得
られた菌体3g を - 80℃ で保存 した ｡ 以下 の 操作は 4℃ で 行な っ た｡ 凍結保存 した菌体
を 1 m M P M S Fを含む Buffe r A に 懸濁 し, 酸洗浄ガ ラ ス ビ ー ズ (o.45 m m ,
SIG M A- Al drich製) を用 い て破砕 したQ 被砕菌体液を 20,000× g で 10分間4℃ で遠心
してそ の上清を得た o これ を100, 00× gで1時間4℃ で遠心 して 沈殿 を膜画分と したo
膜画分を 5 mlの 33 %(Ⅴ/v) グリセ リ ン含有 Buffe rA に懸濁 し, - 8 0℃で保存 した.
膜画分に G T P[†-S], P M S Fおよび pepstatin A をそれ ぞれ
.
終濃度1 0pM, 1m M およ
び 10LLg/ml, 界面活性剤混合液 (5% C H A P S, 1% chole ste ryl he mis u c cin ate) を 10
分 の 1容量添加 し, 4℃ で穏や かに転倒混合 した. 30 分間の 混合後, 1 00, 0 0×g で 4℃
で 遠 心 し , そ の 上 清 を 回 収 し た o 沈殿 に は 0･4 % CH A P S, 0･08 %cbole ste ryl
he m享s u c cin ate, 10pM G T P[y-S]を含む Buffe rA を元 の 膜画分の 2分 の 1量添加 し,
沈殿をホ モ ジナイ ズ した｡ 4℃ で 3 0分間穏やか に転倒混合後, 1 00, 0×g で 4℃ で遠
心 し
, そ の上清を回収 した｡ 1 番および 2番 目の 遠心上清を混合 し, 1,3サ グル カ ン合
成酵素と して 使用 した. こ の酵素は分注 し, - 80℃ で保存 した ｡
1
,
3-βブ ル カ ン合成酵素活性測定は Cabibらの 方法 15)を参考に行な っ た ｡ 反応液は
50pIM Tr is
- H CIpH 7･5, 1 m M E D TA, 25m M フ ッ 化カ リ ウム , 10LLM G T P[rS],
1 m M U D Pブ ル コ ー ス , 0･016LLCi U D P
-[u14C] グル コ ー ス , 検体溶液 5Ll から成る
(全100pl). 反応液中の 酵素量 は そ の活性 の 強さに より異な るが, 2L1 以下で あ る｡
酵素反応 は, U D P- グル コ - ス と U D P-[U-14C] グル コ ー ス の混合液 (以下 U D P-【14C]
グル コ ー ス) の 添加 により開始 し, 30℃ で 60- 180分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン した｡ 80℃
で 5 分間加熱 して 1,3サ グル カ ン 合成酵素を失活 させ , 室温 ま で冷却後 1 0m g/ml
α
-
a mylase(Sigm a･ Aldrich)5plを添加 した o3 0℃ で 1時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後, 20 %
トリク ロ ロ 酢酸を 10 0plを添加 して反応を停止 した . トリク ロ ロ 酢酸添加 に より得ら
れ る沈殿物に は 1
,
3-β･I)- グル カ ン が含まれ るが, これ をろ過 により 96- w ell fi1te rplate
上 に 回収 し, 10 %トリク ロ ロ 酢酸および 9 5 %エ タ ノ ー ル それぞれ 1 00LLlを用 い た洗
浄により未反応の U D P-[14C】 グル コ
.
- ス を分離 した｡ Filte r上 の 1,3-β廿 グル カ ン に
s cintillation c o cktail 1 00LLl を 添加 し, そ の 放射 活性 を micr oplate scintillatio n
co u nte rで測定した o なお , 酵素活性 に対するブラ ン ク に は, トリク ロ ロ 酢酸添加後に
U D P-【14C] グル コ ー ス を添加 したもの を用 い た｡
96
酵母 の接合とニ倍体 の 単離
Y H P 25 0
,
A C R 79- 5 また は A C R I A 3株を Y P D A U寒天培地上で Y ⅡP 251株と混和
し, 30℃ で培養 した｡ 6時間後に混和菌体を希釈 して Y P D A U寒天 プ レ ー トに播き,
30℃ で 2 日間培養 した ｡ 得られた コ ロ ニ ー の 一 部を顕微鏡で観察 し, 二倍体 の形態のJも
の を選択 したo 艶色体 DN A量を フ ロ ー サイ トメ トリ ー 解析 して , 二倍体が確認 された
t
もの をYH P 250×Y H P 251,A C R 7 9-5×Y H P 2 51,A C R IA 3×YHP 251株 と して 使用 した｡
酵母漁色体 D NA ライ ブラリー の 調製
野生株(Y H P 250株)また は a rbo rca ndin C 耐性株の典色体I)N Aは Ge n omicD N A
Is olatio n Kit(A m e r sha m Bioscie n ce s製) を用い て精製 した o 精製 した漁色体 D N A
を Sa u3 AI で部分消化 し, シ ョ 糖密度勾配遠心法により 10- 1 5 kbの D NA フ ラ グメ
ン トを分画 した｡ こ の D N Aフ ラ グメ ン トを pC E l12の Ba m H Iサイ トに D NA liga s e
を用 い て挿入 し, ele ctr opo r ation 法により J M IO9株に形質転換 した｡ 得られた 20,000
以上 の A mpicillin 耐性形質転換体をまとめ, プラス ミ ド精製を行ない , 野生株または
arbo r c a ndin C 耐性株 の 酵母染色体 D N Aライブラリ ー と した ｡
野生型 EKS l発現 ベ ク タ ー の 作成
F E S l遺伝子 は , Y H P 25 0株 D N Aライ ブラリ ー か ら, h sIA::L EU2株に 1 帽/ml
F K 506を含む S D寒天培地上 で の生育を付与するも の をス クリ ー ニ ン グする こ とによ
りク ロ ー ニ ン グ した ｡ い く つ か得られた F E S l遺伝子を含むプラ ス ミ ドの なか で , F E S l
およびそ の 5', 3
'
- 隣接領域をそれぞれ 1.6 kb, 0.7 kb含むも の (PC E- F KSl) を野生
型 F K Sl発現 ベ ク タ ー と して使用 した｡
Arbo r c a ndin C 選択的耐性遺伝子 のク ロ ー ニ ン グ
Arbdr c a ndin C 耐性遺伝子 は, a rbo r c a ndin C耐性株 A C R 79- 5株および A C R IA 3
株 の D N Aライ ブラリ ー か ら, Y H P25 0株に 5pg/mla rbo r c a ndin C を含む S D寒天培
地上で の 生育を付与するも の を ス クリ ー ニ ン グする こ とに よりクロ ー ニ ン グ した｡
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S. c em lq
'
sla e_盈方1A Pt;A L ZO-F K S 2株 の構築
F K S lの 遺伝子破壊 (&sIA//L E U 2) は定法に従 っ て LE U 2遺伝子 と の遺伝子座置
換に より行な っ た . E E 5rl遺伝子 は P C R法によりク ロ ー ニ ン グをお こない , 遺伝子 内
に存在する BcIII Na rI フ ラ グメ ン トを除き L EU2遺伝子 を含む D N Aフ ラグメ ン ト
に 置換 した o S･ c e r e T(1
'
sja e Y H P250株に 盈 ぎ1A::L E U2 を o n e･ step 遺伝子相同組換法
65)に より導入 し, 盈 ぎ1A株を構築 した. F K S 2の プ ロ モ ー タ ー 置換(PGA L IO-F E S2//TR P l)
は 定法に 従っ て m P l遺伝子 - α4 L IOプ ロ モ ー タ ー と の遺伝子 座置換により行なっ た｡
F K S 2遺伝子上流の 非 コ ー ド領域か ら F K S 2の N 末端部分 コ ー ド領域 (- 1.0 kb から
＋1･5kb) まで を P C R法によりク ロ ー ニ ン グ し, 0.1 k bの R KS25' ･ 端隣接領域を除き,
転写終結 シ グナ ル ー m Pl- α4 LIOプ ロ モ ー タ ー を含む D N Aフ ラ グメ ン トに 置換 したo
最後に ,PG A LI O-E K S 2/:TE P lを▲on e - step遺伝子相同組換法 叫により &sIA株に導入 し,
& sIA Pau lO-EK S2株を構築 した ｡
pC E
･ F R;S P470Eお よび pC E
･ F K S y642Sの 作成
pC E
- R K S P470 Kは, PC E- E K Slの E mlO R F内に存在する KpnI フ ラグメ ン トを
相当す る A C R 79･ 5 由来 の KpD I フ ラ グメ ン トと置換する こ とに よ り作成 した ｡
PC E
- F E S F470 Eは 470番目の As n 残基が Lys に変異 した F KSl発現 ベ ク タ ー で ある｡
PC E
- F E S IL642 Sは, 同様に pC E- E ml の KpnI フ ラ グメ ン トを A C R I A 3由来の KpnI
フ ラグメ ン トと置換する ことに より作成 した ｡ PC E- E E S F642Sは 64 2番目の Le u 残基
が Se rに変異 した F ESl発現ベ クタ ー で あるo
pN A シー ク エ ン ス
D N A塩基配列 は, Dye Te rmin ator Cycle Sequ e n cing Kt(Applied Biosyste m s製)
を用い て , 自動 D N Aシ ー ク エ ン ス 解析装置 (A BI3700, Ap plied Bio syste m s製) で
決定 した o D N A塩基配列 の解析は G E N ET Y X- W IN(Softw a r eDe velop m e nt 製) を
使用 して行な っ た｡ Y H P 250, A C R 79
-5 および A C R IA 3の F K S l遺伝子 シ ー ク エ ン ス
の 結果は Ge nBa nkに登録され , a cc e s sio n No. AY 395 693,A Y 3 95694およびA Y 3 95695
が付された｡
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F kslp タ ン パ ク の構造予測
Fkslp タ.
ン パ ク の 構造 予 測 は , コ ロ ン ビ ア 大 学 の P H 工)h上m se rve r 68, 6 4)
( 幽 ) を使用 して行なっ たo
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第6章 総括と展望
近年, 全身抵抗性の 減弱 したim m u noco mpr o mis ed bo st の増加に ともない , 皮膚真
菌症 の みな らず深在性真菌症が増加 して い る ｡ 深在性真菌症は , 多く の 場合重篤で急速
に悪化する予後不良の疾患で ある ｡ しか し, こ の 研究を開始 した 当初使用されて い た抗
真菌剤は, 重篤な毒性, 作用 の 弱さや耐性菌の 増加な ど多く の 問題 を抱えて おり , 臨床
の 現場で はより有用性 の 高い 新規抗真菌剤 の 開発 が望 まれ て}､た｡
真菌細胞 と動物細胞 との構造面 で の 大きな違い の ひ と つ は, 真菌細胞が厚い 細胞壁
を持 つ 点で ある ｡ 真菌細胞壁 は細胞 膜の 外側 に位置 し, 主 と して グル カ ン (1,3-βおよ
び 1
,
6-β), キチ ン , マ ンナ ン の 3種類の 多糖成分か ら構成されて おり , 3次元的に 網目
構造を形成 して , 真菌紳胞 の 剛性や形態形成, また物質輸送な どに深く関与 して い る ｡
3成分の なか で も特に 1,3サI)ブ ル カ ン は多く の 真菌感染症原因菌の 細胞壁 の 主要成
分で あり , 1,3サ グル カン 合成酵素により生合成される ｡ ヒ トには こ の 生合成経路が存
在 しな い こと から, 1,3サ グル カ ン合成酵素は選択毒性を示す安全性 の 高い抗真菌剤 の
理想的なタ ー ゲ ッ トと考えられ た｡
そ こで , 抗真菌剤の 開発を目的に , 痛原性真菌の Aspe EgiLlu s fu m 1
'
gata s可溶化膜
画分を酵素源と し, 主に微生物培養液抽出液よりグル カ ン合成酵素阻害物質 の ス ク リ ー
ニ ン グを行な っ た( 第1章)｡ そ の 結果, LopAode m l
'
u m属 の カ ビより新規papula c a ndin
類化合物で ある F-10748類-(第 2 章), 無胞子性の 糸状菌より新規環状リボ ペ プチ ド化
合物で ある a rbo r c a ndin 類(第3 , 4章)と い っ た興味ある化合物を見 出 した｡ さらに ,
新規骨格 の 1,3サ グ ル カ ン 合成酵 素阻 害剤 a rbo rca ndin C につ い て は 出芽酵母
Sa ccAa z10 myC e S C e m V:1
'
sla eにお ける標的分子 , 作用部位 の 解析を行な っ た (第5章)0
第1章 の まとめ
ス クリ ー ニ ン グ用の 1,3-βブ ル カ ン合成酵素の 酵素源と して は, 予後不 良の 侵襲性
肺ア ス ペ ル ギル ス症 の 原因菌と して 重要性 の 高い A. fu n )iatu sの 可溶化膜画分を使用
した｡ 膜タ ン パ ク 質酵素で あ る 1,3サ グル カ ン合成酵素を可溶化 した こ と, 96- w ell
plate フ ォ
ー マ ッ ト対応で ア ッ セ イ を行な っ た こ とに よ･り, 阻害剤 の 検出感度の 向上と
ア ッ セ イ時間の 短縮および多検体処 理能力 の 向上 が実現で きた｡
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約20,000株 の微生物培養液抽出 エ キス に つ い て , 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質
の ス クリ ー ニ ン グを行な っ た結果, 数種類 の検体に強い酵素阻害活性を見出 したQ
第2章の まとめ
第1章で述 べ た ス クリ ー ニ ン グにより, LopAoder m 1
'
u m 属の カ ビ S A N K 1 8496株
の 培養抽出物に 目的の 阻害活性 を見出 した｡ そ こ で , シリカゲル カラム , H P L Cを用
l
い て 活性物質の 精製をお こ ない , F-1 0748類 の 単離に成功 した｡ これ らの 構造は各様
ス ペ ク トル デ ー タ を解析する こと により決定 した｡ そ の結果, 単離された 8化合物は
皆類縁の も の で , 既知 の 1,3-βザ ル カ ン 合成酵素阻害物質papula c a ndin 類の 化合物群
で ある ことが示された ｡ 文献検索の 結果, これ らは皆新規化合物で あ る こ とが判明 し
た｡ F･1 07 48類は そ の基本骨格か ら 2 つ の グル ー プ, papulac a ndin 型と chaetia c a ndin
型 に分類される｡
Papula c andin 型 の 化合物の 阻害活
性は, cbaetia c a ndin 型の 化合物と
比較 して 10倍程度強く , 母核部分
の ス ピ ロ 環構造が 1,3サ グル カ ン
合成酵素阻害活性発現 に重要 で あ
る と考えられた｡ F- 10748類は病原
性酵母 Ca ndi
'
da 属の 真菌に対 して
生 育 阻 止 活 性 を 示 し た が , A_
fu m1
'
gatas お よ び CTJPtO C O CCUS
D e OfoT manS に は生育阻止活性 を示
さなか っ た｡
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Fig. 6 - 1, Str uctur es ofF-107 48s.
第3章の まとめ
第 1草で述 べ たス クリ ー ニ ン グにより, 無胞子性 の糸状菌S A N K 1 7397株の培養抽
出物に 目的の酵素阻害活性 を見出 した ｡ そ こ で , H P-20 カラ ム , H P L C, シリカ ゲル カ
ラム を用 い て活性物質の精製 を行な い , 活性物質 arbo r c a ndin類の 単離に成功 した｡ こ
れ らの 構造は各種ス ペ ク トル デ ー タ を解析する こ とに より決定 した｡ こ の 結果, 単離さ
れた 6化合物は皆類縁の もの で , 2 つ の ア ル キ ル側鎖を有する新規環状リボ ペ プチ ドで
ある こ とが判明 した｡ Arbo rc a ndin類化合物群は, これ までを
.
こ1
,31P- グル カ ン合成酵素
阻害剤と して報告の ある e chin o c a ndin 類, F R 901 469とは異な るア ミノ 酸で構成され
た新規化合物で あり , 新たな1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害剤群で あると考えられ るo
Arbo r c a ndin 類 の 環状 ペ プ チ ドを構成 して い る ア ミ ノ 酸 の 立 体化学 に つ い て は ,
a rbo r c a ndin C およびその誘導体を
用 い て , 改良Ma rfey法に よる異性体
解析, N M R による配座解析に より検
討を加 えた｡
Arbo r c a ndin類化合物は , 既知 の
1
,
3-βザ ル カ ン合成酵素阻害剤 と異
な る構造で ある が, 脂溶性 の 高い 側
鎖を持 つ 環状 ペ プチ ドと い う面 で は,
e chin o c a ndin 類, F R 901469な ど既
知 の 阻害剤と類似 した特徴を持 っ て
い る｡ こ の 構造は , 1,3サ グル カ ン合
成酵素に相互 作用する上で 重要 な特
徴で あ ると考えられる ｡
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Fig. 6
- 2. Str u ctu r e s of Arbo r c a ndin s
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第 4章の まとめ
第 3章でそ甲構造を明らかに した新規環状リボ ペ プチ ドarbo r c a ndin 類化合物につ
い て , 詳細に生物活性を検討 した｡ Arbo r c andin 類化合物は A. fu m l
'
gatus由来お よび
a. albjc a D S由来 1,3サ グル カ ン 合成酵素に対 して強 い 阻害活性を示 した｡ こ れ らの 酵
素に対する主要産物 arbo r candin C の &
'
値は 0.016LIM および 0.12pM であり, 阻害
様式 は非括抗型で あ っ た ｡ Arbo rca ndin 類縁化合物間で グル カ ン合成酵素阻害活性を
l
比較すると, ア ル キル 側鎖が長 い ほ ど活性が強く, 側鎖 の水酸基がカ ル ポ ニ ル 基に置
換する と活性 が低下す る こ と か ら , ア ル キ ル 鎖お よび そ の 中に含まれ る 水酸基が
arbo r c a ndin 類の 活性に重要で ある と考えられた ｡ さらに, 構造欽定の ために合成 した
誘導体の 活性を比較する こ とで , 側鎖 の水酸基および環状 ペ プチ ド中 の D･As n 残基が
活性 に必須で ある こ とが示唆された｡ 以上 の結果は今後の arborc a ndin の 誘導体研究
の デザイ ン に役立 つ も の と考えられる ｡
Arbor c a ndin 類は CBDd)
'
da属お よび A. fu m l
'
gatusに対 して生育抑制活性 を示 したo
Ca Ddl
'
da 属 に対する 生育抑制活性は殺菌的で あり, その 殺菌作用は非常に強力 で あ っ
たo また, a rbo r c a ndin 類は A . fu n )
'
gatu sに対 して 完全に生育を阻止する活性を示 さ
なか っ たが, 顕著に菌糸 の成長を抑制する活性を示 した｡ こ の抑制作用の 最/ト濃度は
o.o 63 から 1 帽/ml であり, 非常に低濃度 で A. fu m l
'
gatu sの 生育を抑制す る ことかわ
か っ た｡ Arbo r c a ndin 類は病原性酵母 C. D e Ofo r m a D Sに対 して は生育阻止活性, 顕著
な生育抑制活性を示さなか っ た ｡ これらの 抗真菌活性の 特徴は既知の 1,3サ グル カ ン合
成酵素阻害物質と同様で ある ｡
本研究で得られた新規化合物 arborc andin 類 の 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害活性は
強 力 で あ り , 既 知 の 天 然物 由来 阻害物 質_と 比 較 して も 強
い 活 性 を有 して い る ｡
Arbo r c a ndin 類化合物 は溶解性や抗真菌活性面で 改善の必要性はある が, 誘導体研究
の もととなる有用な抗真菌剤リ ー ド化合物と して期待され る｡
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第5章 の まとめ
本研究の 過程で見 出された新規 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質群 a rbo r c a ndin 類
は既知 の 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害剤とは異なる骨格を持ち, さ らに強力な酵素阻害
活性を示す興味深 い 化合物で あ っ た｡ そ こで , a rbo r c a ndin C の標的分子および作用 部
位 を調 べ るた め, 出芽酵母 Sa c c ahr o mJIC e S C e r e Tds}
'
ae を用 い て遺伝学的な解析 を行 な
つ た｡
Arbo r c a ndin C を1 帽/ml含有する寒天培地で S･ ce Fe t q
'
sipe の 自発性 a rbo r c a ndin
C耐性変異株を単離 し, そ の 中か ら, 既知 の 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害剤に 耐性 を示
さな い , a rbo r c a ndin C 選択的耐性株▲A C R 79･5 株および AC R IA3 株 を選択 した 0
AC R79･5株および A C R I A 3株 に対する a rb占r c a ndin C の 最小生育阻止 濃度は共に,
親株と比較 して 100倍以上 上昇 して い た. 一 方, 既知 の 1,3サ グル カ ン 合成酵素阻害
剤に対す る感受性は , 親株と比較 して ほ とん ど違 い がなか っ た｡ さらに , A C R 79- 5 株
および A C R I A 3株由来の グル カ ン合成酵素は, 親株 の も の と比較 して■a rbo r c a ndin C
選択的に 50倍以上耐性で あり , a rbo r c a ndin C 選択的耐性株 の 耐性 は, 1,3サ グル カ
ン合成酵素に 関与する遺伝子 の 変異が原 因で あるこ とが示唆された｡ そ こで , A C R 7 9-5
株および A C RIA 3株の 染色体 D N Aの ライ ブラリ ー か ら, arbo r c a ndin C選択 的耐性
を付与する遺伝子座を ク ロ ー ニ ン グ し, 塩基配列 の決定お よび変異 の 表現形解析を詳
細に行なっ たo そ の 結果, F2fS l遺伝子 の 470番目の As n 残基が Lys に, または 642
番目 の Le u 残基が Se rに ア ミノ酸置換する と a rbo c a ndin C に選択的に耐性を示す こ
とが明 らか とな っ た｡ 以上 の 結果より, a rbo r c a ndin C の分子標的は グル カ ン合成酵素
の触媒サブ ユ ニ ッ ト F kslp で ある こ とが 明らか とな っ たo また, その 作用部位は Asn470
串よび Le u642付近 で ある ことが示唆され た.
既知 の 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害剤 の なか で, a e rothricin3 は F kslp の 1336番
目の Lys残 基部分に相当する ア ミ ノ酸残基に相互作用す る ことが示唆されて い る｡ また,
既知 の 阻害剤 e chin o c a ndin 類, papula c a ndin 類は F kslp と の相互 作用が示唆されて
い るが , そ の ア ミノ酸残基 は決定されて い ない ｡ 本研究で得られ た結果は, a rbo r c a ndin
C も既知 の 阻害剤 と同様に F kslp と相互作用 して い る こ とを示 して い るo しか し,
As n470および Le u642が Lys1336か ら離れ た部位に あり , それ ら の変異が e chin o c a ndin ,
, papula c a ndin 類に耐性を示さない ことか ら, a rbo r c andin C の 作用部位は既知の 阻害
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剤とは異なると考 えられた｡ 本研究結果から, F kslp の 抗真菌剤の タ ー ゲッ トと して の
重要性が高まり
.
, 新たに そ の 阻害に 決定的なア ミノ酸残基の 情報が提供されたと考える0
また, 本研究で得られ た結果より, F kslp の Asn4
70
ぉよび Le u642は位置的に接近 し
て い る ことが示唆され る｡ Fkslp は多く の膜貫通領域を持つ と推定される膜タ ン パ ク質
で あ るが, そ の細胞質膜上の トポ ロ ジ ー モ デル はhydropathy plot解析に より推定され
て い る｡ こ の モ デル で は , Asn470および IJeu642は, それぞれ膜貫通領域および細胞質
l
内ル ー プ領域に位置 して おり, As n470は位置的に Le u642から離れ て いる こ とになる｡
一 方, P H D htm se rve rで予測された モデ ル で は, Asn470および Le u64･2は , それぞれ第
1番細胞外領域お よび第 3番細胞外領域に位置 して お り, これらの ア ミノ酸残基は空間
的に近 づく こ とが可能で ある . 本研究で得られた結果は, P H D htm ser ve rで予測され
たモ デル を支持する も の で あり,F kslp の 正確な構造の 理解をする上 で重要な貢献を し
て い ると思われる ｡
Arborca ndin C 選択的耐性変異株の 単離, そ の 耐性に関与する遺伝子変異の 同定に
よ っ て , F kslp タ ン パ ク と1,3
-B- グル カ ン合成酵素阻害物質の相互作用に 関して新たな
知見 が提供された o 今後の 研究の方向性と して は, Fkslp タ ン パ ク の N末端細胞外領域
と a rbo r c a ndin C 間 の 直接の 相互作用を検出する ことが期待される ｡ さらに, Fkslp
タ ン パ ク の N末端領域の 詳細な構造解析に より a rbo r c a nd 血 Cの 阻害機構が明らかと
なり , a rbo rc a ndin C の抗真菌活性 の向上 または新たな骨格を有する 1,3サ グル カ ン 合
成酵素阻害物質の 開発 に関 して 有益な情報が得られ る と考えられ る｡
1,3サ グル カ ン合成酵素阻害物質 - の期待
以上 に述 べ た ように , 本研究 で は次世代 の 抗真菌剤 の タ ー ゲ ッ トと考え られ る
1
,
3サ グル カ ン合成酵素を対象に 阻害剤 の探索研究を行な っ た｡ こ の研究の 間に , 2 つ
の 大きな発見がなされた ｡ まず, 1,3サ グル カ ン合成酵素の 遺伝子がク ロ ー ニ ン グされ
た ことで ある. 最初に 出芽酵母 S. c e r e T4sl
'
a eか らク ロ ー ニ ン グされ , そ の 後 C. albjca n s,
A. fLt m l
'
gatus, a_ D e Ofor m a D Sな ど多く の病原性真菌か ら遺伝子がク ロ ー ニ ン グされ
た｡ さ らに , これ ら の遺伝子 が生育に必須で ある ことが報告され , 1,3サ グル カン 合成
酵素の タ ー ゲッ トと して の 重要性が高ま っ て い っ た. もう 一 つ 重要な成果は 1,3サ グル
カ ン合成酵素阻害剤が臨床試験 の 結果を受けて 抗真菌剤 と して 上市され た ことで ある｡
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最近上市 した , Ca spofu ngin , M ic afu ngin は いずれ も e chin o c a ndin 類の 1,3サ グル カ
ン合成酵素阻害剤で ある｡ 臨床試験で は Ca ndida 感染症や Aspe rgillu s症に対 して 良
好な成績を残 して おり , 1,3サ グル カ ン合成酵素の 抗真菌剤タ ー ゲッ トと して の重要性
が確かなも の とな っ た ｡
しか し
, 上市された 1,3サ グ ル カ ン合成酵素阻害剤にも問題 点は残されて い る｡ そ
れ は , Aspe rginu s 属 に 対 して 殺 菌的 な効 果を 示 さ な い 点 , さ ら に CTJ PtO C O C u S
D e Ofo T m a DSに対 して ま っ たく効果を示 さない 点で ある ｡ 遺伝子解析 の結果か ら, 両菌
種 ともに 1,3サ グル カ ン合成酵素遺伝子が生育に必須で ある ことが報告され て い る｡ し
たが っ て , 今後作用様式 の 異なる 1,3サ グル カ ン合成酵素阻害剤が見出される こ とで ,
よ り優れ た抗寅菌ス ペ ク トル を有する抗真菌剤が 開発 され る こ とが期待される ｡ そ して ,
本研究で明らか とな っ た新規化合物お よびそれ らを用 い た研究に 関する知見が , 次世代
の 抗真菌剤開発に役立 つ こ と を期待する ｡
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